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Résumé: 
 
Trop souvent diagnostiqués à des stades tardifs du fait de leur quasi asymptomatie, les 
adénocarcinomes séreux ovariens posent un véritable problème de santé publique.  
Malgré les progrès récents de prise en charge chirurgicale, l’émergence d’une maladie 
résiduelle microscopique chimiorésistante impacte grandement le pronostic des patientes. 
 
Le microenvironnement tumoral est un acteur clé de la progression tumorale et de 
l’émergence de résistances aux traitements anticancéreux. Durant ces travaux de thèse, 
nous nous sommes intéressés à deux composants majeurs du stroma tumoral, d’une part 
les cellules souches mésenchymateuses, d’autre part les cellules endothéliales. 
 
Nous avons pu démontrer que les cellules souches mésenchymateuses participent à la 
progression tumorale et l’émergence de résistances. Enfin nous avons démontré que les 
cellules endothéliales, via la production de facteurs angiocrines, participent à la 
chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes. 
 
Dans ce travail, nous avons pu définir de nouvelles cibles thérapeutiques mettant en jeu la 
relation entre les cellules tumorales ovariennes et l’hôte. 
 
 
Mots clés : cancer de l’ovaire, chimiorésistance, microenvironnement tumoral, cellules 
souches mésenchymateuses, cellules endothéliales. 
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Abstract : 
Ovarian cancers constitute a poor prognosis disease. Due to their absence of symptoms, 
ovarian cancers are generally diagnosed at late stages. Despite major breakthrough 
regarding ovarian cancer surgery, minimal residual disease-induced relapse is still a 
hurdle for clinicians. 
 
Tumor microenvironment is a key actor on disease progression and resistance to therapy. 
In this study, we have focused on two major components of the tumor stroma, on one 
hand, the mesenchymal stem cells, and the endothelial cells on the other hand. 
 
We were able to demonstrate that mesenchymal stem cells are critically involved in 
ovarian cancer progression and resistance to therapy, while the endothelium, through 
production of angiocrine factors, is deeply involved in resistance of ovarian cancer cells to 
platinum and taxane based therapy. 
 
Here, we set forth the idea that disrupting the relationship between ovarian cancer cells 
and their host stroma constitute a new therapeutic window. 
 
Key words: ovarian cancer, chemoresistance, tumor microenvironment, mesenchymal 
stem cells, and endothelial cells. 
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1 Introduction. 
1.1 Adénocarcinomes ovariens : aspects cliniques et prises en charge. 
 
1.1.1 Généralités. 
L’incidence des cancers en France en 2008 est estimée à 333 000 nouveaux cas par an, 
dont 144 000 cas chez des femmes. Le cancer de l’ovaire est la septième cause de 
cancer chez la femme en incidence avec 4 430 nouveaux cas estimés en 2008 (derrière le 
cancer du sein, du côlon, du poumon, de la thyroïde, de l’endomètre et les lymphomes 
non hodgkiniens) 1. L’âge médian lors du diagnostic est de 65 ans 1. 
 
Le facteur de risque le plus important du cancer de l’ovaire est d’origine génétique. 
Environ 10% des cancers de l’ovaire surviennent dans un contexte de prédisposition 
génétique. Ils sont alors souvent liés à une mutation des gènes BRCA  (BReast CAncer) 1 
ou 2 et surviennent avant 60 ans1. Ils seraient de meilleur pronostic, car plus chimio-
sensibles que les cancers sporadiques2. La nulliparité, les règles précoces, la ménopause 
tardive et l’âge sont également associés à une augmentation du risque. La contraception 
orale, la grossesse, l’allaitement et la ligature des trompes sont en revanche associés à 
une diminution du risque de cancer de l’ovaire3. 
La vitesse d’évolution des cancers de l’ovaire est mal connue. Certains possèdent une 
longue période de latence clinique propice à un diagnostic précoce. D’autres évoluent 
rapidement vers une dissémination péritonéale. 
Le cancer de l’ovaire est la quatrième cause de décès par cancer chez la femme derrière 
le cancer du sein, du côlon et du poumon avec plus de 3 000 décès estimés en 2008. La 
survie à 5 ans, tous stades confondus, est d’environ 45 % 1,4. 
Plus de 90 % des cancers de l’ovaire chez l’adulte sont des cancers épithéliaux 
(adénocarcinomes) 1. 
 
1.1.2 Diagnostic. 
Le diagnostic peut être évoqué à un stade précoce en l’absence de symptôme devant une 
masse annexielle découverte dans le cadre d’un suivi gynécologique ou d’une 
échographie. 
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Le plus souvent néanmoins, le diagnostic est évoqué alors que le cancer est à un stade 
avancé. En effet, du fait de la situation anatomique des ovaires, une tumeur ovarienne 
peut atteindre un volume important avant de provoquer des symptômes qui peuvent être 
très variés et ne sont jamais spécifiques 5. 
Ils doivent alerter lorsqu’ils sont d’installation récente, perdurent quelques semaines et 
qu’ils ne sont notamment pas expliqués par une pathologie digestive. 
Les signes cliniques de découverte d’un cancer de l’ovaire peuvent inclure notamment : 
un simple inconfort abdominal ; des douleurs pelviennes ou abdominales ; une 
augmentation progressive du volume abdominal due à une masse ou à une ascite ; des 
saignements ; des pertes vaginales anormales ; des symptômes de compression 
abdominopelvienne : troubles du transit, sub-occlusion, faux besoins, symptômes urinaires 
(impériosités, pollakiurie) ; plus rarement, un œdème d’un membre inférieur, une phlébite 
ou une sciatalgie par compression veineuse ou radiculaire ; une dyspnée qui peut être en 
rapport avec un épanchement pleural ; une douleur thoracique ou enfin une altération de 
l’état général. 
 
Le diagnostic de certitude de cancer est anatomopathologique et nécessite un 
prélèvement histologique. L’examen cytologique seul est insuffisant pour établir le grade 
et le type histologique du cancer. 
Devant une masse pelvienne suspecte isolée, le prélèvement sera la pièce chirurgicale. 
En cas de carcinose péritonéale, une biopsie sera réalisée sous cœlioscopie ou sous 
contrôle d’imagerie si la cœlioscopie est impossible. 
Avant toute biopsie, il est nécessaire d’anticiper si besoin l’arrêt d’un traitement par 
anticoagulants oraux ou par antiagrégants plaquettaires et de réaliser un bilan 
d’hémostase. 
L’examen anatomopathologique précise le type histologique de la tumeur selon la 
classification de l’Organisation mondiale de la santé (OMS) (Table 1). Les cancers 
épithéliaux représentent plus de 90 % des cancers de l’ovaire de l’adulte 1. Les sous-types 
sont : séreux, mucineux, endométrioïdes, à cellules claires, à cellules transitionnelles, 
mixtes, et indifférenciés. Le degré de différenciation histologique (grade 1, 2, 3) apparaît 
comme un facteur pronostique important (cf. Table 2 Classification FIGO [Fédération 
Internationale des Gynécologues Obstétriciens] et correspondance avec la classification 
TNM [Tumor Node Metastase]) 1. 
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On peut ici soulever un premier problème, même si les cancers de l’ovaire de bas stade (I-
II) sont de pronostic assez favorable avec une survie à 5 ans, respectivement, de 89% et 
59%  des patientes diagnostiquées, l’absence de symptômes spécifiques et distincts pour 
Tumeurs épitheliales Tumeurs du stroma gonadique et des 
cordons sexuels et tumeurs stéroïdes 
 
Séreuses 
Mucineuses 
Endométrioides 
A cellules claires 
A cellules transitionnelles 
Epitheliales mixtes 
Indifférenciées 
 
Fibrome 
Thecome 
Fibrosarcome 
Stromale avec composante mineure des 
cordons sexuels 
Stromale sclérosante 
Stromale à cellules en bague à chaton 
Cordons sexuels 
A cellules de la granulosa 
Type adulte 
Type Juvenile 
A cellules de Sertoli-Leydig 
A cellules de Sertoli 
Du stroma gonadique et des cordons sexuels 
de type mixte et formes indifférenciées 
Gynandroblastome 
A cellules de Sertoli avec tubes annelés 
Des cordons sexuels indifférenciées 
A cellules stéroïdes 
Lutéome stromal 
 
Tumeurs Germinales 
 
Teratomes 
Pluritissulaires 
- matures 
- immatures 
Monotissulaires 
Struma ovarii (goitres ovariens) 
Carcinoïdes 
Neuroectodermiques 
Germinales primitives 
Dysgerminomes 
Vitellines 
Carcinomes embryonnaires 
Choriocarcinomes non gestationnels 
Polyembryomes 
Tumeurs germinales mixtes 
 Tumeurs mixtes des cordons sexuels et germinales 
 
Gonadoblastomes 
Tumeurs mixtes des cordons sexuels et des 
cellules germinales 
 
Tumeurs du rete ovarii Autres 
 
Adénomes 
Adénocarcinomes 
 
 
Carcinomes à petites cellules 
Carcinomes neuroendocrines à grandes 
cellules 
Carcinomes hépatoïdes 
Carcinomes adénoïdes kystiques 
FATWO (tumeur Wolffienne) 
Paragangliomes 
Myxomes 
Lymphomes 
Tumeurs conjonctives 
 
  
  
  
  
 
Tableau 1 : Classification OMS 2003 des tumeurs de l’ovaire.  
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la patiente et le praticien hospitalier, conduit à un diagnostic des cancers de l’ovaire aux 
stades avancés, III et VI pour les deux tiers des cas. Ces stades avancés engagent très 
sérieusement le pronostic, avec une survie à 5 ans de 35% pour les stades III et 22% pour 
les stades VI4.  Ainsi, et ce malgré une incidence assez faible (3% des cancers 
diagnostiqués seulement), il est responsable de 6% des décès liés aux cancers soit la 
quatrième cause de mortalité parmi les cancers de la femme. Pour ces raisons plusieurs 
tentatives d’études de préventions secondaires basées sur la sonographie transvaginale 
et/ou dosage de marqueur sérique comme le CA125 (Cancer Antigen 125) ont été 
développées. Elles ont pourtant échoué à montrer un bénéfice en terme de survie globale 
en essais randomisés.! 
Stade FIGO TNM Bilan d’extension Survie à 5 ans 
I 
 
IA 
 
 
IB 
 
IC 
T1 
 
T1a 
 
 
T1b 
 
T1c 
Tumeur limitée aux ovaries 
 
Tumeur limitée à un seul ovaire avec capsule 
intacte. 
 
Tumeurs des deux ovaires, capsules intactes 
 
Rupture capsulaire ou tumeur à la surface 
ovarienne ou cellules malignes dans le liquide 
d’ascite ou de lavage péritonéal 
84% 
II 
 
IIA 
 
IIB 
 
IIC 
T2 
 
T2a 
 
T2b 
 
T2c 
Tumeur ovarienne étendue au pelvis 
 
Extension à l’utérus et/ou aux trompes 
 
Extension aux autres organes pelviens 
 
Extension pelvienne avec cellules malignes 
dans le liquide d’ascite ou de lavage 
péritonéal 
59% 
III 
 
 
IIIA 
 
IIIB 
 
 
 
IIIC 
T3 et/ou N1 
 
 
T3a 
 
T3b 
 
 
 
T3c et/ou N1 
Métastases péritonéales au-delà du pelvis 
et/ou adénopathies métastatiques régionales 
 
Métastases péritonéales microscopiques 
 
Métastases péritonéales macroscopiques < 2 
cm 
 
Métastases péritonéales > 2 cm et/ou 
adénopathies métastatiques régionales 
 
35% 
IV M1 Métastases à distance (autres que les 
métastases péritonéales) 
22% 
 
Tableau 2 : Classification FIGO et correspondance avec la classification TNM 
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1.1.3 Prise en charge thérapeutique des cancers épithéliaux de l’ovaire. 
 
Nous traiterons dans cette section exclusivement de la prise en charge thérapeutique des 
adénocarcinomes ovariens séreux de stades avancés (III ou VI). 
De façon très générale, on peut estimer que la prise en charge thérapeutique des 
patientes atteintes de cancer de l’ovaire épithélial de stade avancé comprend une 
chirurgie et une chimiothérapie. 
L’intervention standard minimale (tous stades confondus) comprend une annexectomie 
bilatérale avec hystérectomie totale (femme ménopausée ou femme ne désirant plus 
d’enfant). La stadification complète sous réserve des conditions d’opérabilité comprend au 
minimum une omentectomie totale, une appendicectomie (surtout pour les formes 
mucineuses), un curage ganglionnaire pelvien et aortique infrarénal bilatéral, des biopsies 
péritonéales, une cytologie péritonéale. L’objectif de la chirurgie des cancers de l’ovaire de 
stade avancé est la résection complète ou debulking optimal (absence de résidu 
macroscopique) 6. Ce « debulking » est ensuite suivi d’une chimiothérapie de six cycles 
minimum à base de Carboplatine et de Paclitaxel 4,7. 
Si la résection complète ne peut être obtenue d’emblée, une chimiothérapie néo-adjuvante 
peut être réalisée : une chirurgie d’intervalle (entre deux cures de chimiothérapie, au plus 
tard après la 3eme cure) est ensuite envisagée, avec pour objectif de réaliser un 
« debulking » optimal 6.  
La chirurgie de première intention bien que considérée pendant très longtemps comme le 
traitement standard dans les cancers de l’ovaire de stades avancés face au couple 
chimiothérapie néo-adjuvante puis « debulking » est aujourd’hui soumise à 
« controverse » et surtout à l’appréciation du praticien hospitalier. Les récents travaux 
d’Ignace Vergote 8 tendent à montrer que la chirurgie de première intention suivie d’une 
chimiothérapie comparée à une chimiothérapie néo-adjuvante suivie d’une chirurgie 
d’intervalle présente le même taux de survie globale dans le cadre d’un essai randomisé. 
Ainsi le seul facteur pronostique indépendant entre ces deux approches demeure la 
qualité de la résection qu’elle soit de première ou seconde intention 8. 
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1.1.4 De la physiopathologie à la stratégie de recherche. 
 
Les adénocarcinomes ovariens sont donc des cancers diagnostiqués relativement 
tardivement. La prise en charge thérapeutique consiste à un geste de chirurgie associé à 
une chimiothérapie. Bien que 70 à 80% des patientes répondent au traitement standard 
de première intention, le taux de rechute des stades évolués est élevé. En effet, environ 
75% des patientes présentent une rechute après une première ligne de traitement 
contenant habituellement du Carboplatine et du Paclitaxel. Cela peut s’expliquer, entre 
autres, par un taux de réponse histologique incomplèt après la première ligne de 
chimiothérapie 7. Ainsi, le délai médian de rechute est relativement court et intervient 15,5 
à 22 mois après la prise en charge thérapeutique. 
Le péritoine est le site préférentiel des rechutes. Ces rechutes se produisent à partir 
d’éléments cellulaires peu nombreux, souvent isolés : la maladie minimale résiduelle. La 
physiopathologie de la rechute implique, d’une part, des mécanismes primaires de 
chimiorésistance permettant la survie d’une population tumorale,  d’autre part un 
environnement permissif au développement d’un foyer de rechute.  
Un des challenges de la prise en charge des cancers de l’ovaire est donc la persistance, 
et ce malgré le traitement médical et chirurgical optimal, d’une maladie résiduelle 
microscopique. Les mécanismes, à l’origine de la chimiorésistance primaire, puis de la 
maladie résiduelle microscopique ne sont pas clairement compris. Le péritoine 
représentant le site de la maladie résiduelle, nous avons voulu à travers ce travail, 
identifier le rôle possible des cellules du microenvironnement péritonéal dans les 
mécanismes à l’initiative des rechutes.  
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1.2 Impact du microenvironnement tumoral sur la survenue des 
métastases ovariennes. 
 
1.2.1 « Seed and Soil » : perspectives historiques. 
 
Les tumeurs malignes se caractérisent par leur prolifération rapide, leur état de 
différentiation aberrant au regard du tissu d’origine et leur capacité à donner naissance à 
des foyers métastatiques. Le terme de «métastases» a été introduit par Jean Claude 
Recamier en 1829 9 et est aujourd’hui défini par «le transfert, la dissémination de la 
maladie à un organe distant». 
La genèse d’une métastase est un processus complexe et séquentiel. Elle met en jeu une 
série d’étapes limitées qui dépendent à la fois des propriétés intrinsèques des cellules 
mais aussi de la réponse de l’hôte 10. En 1889, Stephen Paget, chirurgien anglais, identifie 
les rôles de l’interaction entre les cellules tumorales et les cellules de l’hôte sur l’apparition 
des métastases 11 en posant la question suivante : « Quels sont les déterminants à la 
base du tropisme métastatique pour certains organes ? ». Son étude, basée sur l’autopsie 
de 735 patientes atteintes de cancer du sein, montre une absence de corrélation entre le 
degré de perfusion des organes et leur susceptibilité aux métastases. Il constate une 
haute incidence des métastases au niveau du foie, des ovaires, des os, et au contraire 
peu, voire pas, de métastases au niveau de la rate 11. Cette observation vient contredire la 
théorie qui prévaut alors. En effet, selon Rudolf Virchow les métastases s’expliquent par 
l’embole des cellules tumorales au niveau des arbres vasculaires capillaires 12. Il formule 
alors l’hypothèse du « seed and soil » (la graine et le sol), selon laquelle une cellule 
tumorale maligne (la graine) bien que disséminée doit trouver un organe permissif (le sol) 
au développement de la métastase 11. 
En 1928, les travaux d’Ewing viennent contester les conclusions de Paget. Il explique que 
seul l’aspect mécanique secondaire entre la tumeur et les différents organes perfusés 
permettent d’expliquer la spécificité de la dissémination métastatique 13. Les travaux 
séminaux de Fidler et al. ainsi que de Hart et al., durant les années 1970-1980 démontrent 
finalement que bien que les cellules tumorales circulent au travers de l’ensemble du 
réseau vasculaire, le développement métastatique reste contraint à certains organes 
spécifiques 14,15.  
Les travaux des années 1970-1980, ont encouragé la recherche sur la pathogénèse de la 
métastase, résultant sur une description extensive du microenvironnement tumoral, la 
niche, de la tumeur primaire ou du foyer métastatique. Ils fournissent aussi une 
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démonstration princeps de l’hétérogénéité tumorale quant à son pouvoir métastatique : 
sélection de variant métastatique durant ou par le processus métastatique. Ainsi, les 
travaux de Stephen Paget constituent toujours une base pour la recherche sur la biologie 
de la métastase, et ce, cent vingt ans après leur publication. L’hypothèse du « seed and 
soil » est aujourd’hui communément acceptée, le « seed » étant référencé sous le nom, 
de cellules souches tumorales, cellule progénitrice, cellule initiatrice de tumeur ou encore 
variant métastatique, le « soil » sous les dénominatifs de stroma, niche, ou 
microenvironnement de l’organe cible 10. 
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Figure 1: Pathogénèse de la métastase et théorie du « seed and soil » 
A. Stephen Paget, et frise rétrospective sur la découverte de la pathogénèse de la 
métastase. B. Expérience princeps du groupe d’Isaiah J. Fidler validant la théorie du 
« seed and soil » énoncée en 1829. C. Expérience princeps de démontrant  que les 
cellules tumorales circulent au travers de l’ensemble du réseau vasculaire, le 
développement métastatique reste contraint à certains organes spécifiques. 
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1.2.2 Pathogénèse de la métastase. 
 
La genèse d’une métastase met en jeu une succession d’étapes interconnectées. 
Chacune des ces étapes peut être limitante dans la genèse de la métastase et 
interrompre la dissémination de la maladie 16. La réussite du processus métastatique 
dépend non seulement des capacités propres à la cellule maligne mais aussi de la 
réponse de l’organe cible, de l’hôte. Ainsi la dissémination métastatique est un équilibre 
entre l’hôte et la tumeur qui varie en fonction du terrain du patient 17.  
 
En principe, les étapes nécessaires au développement d’une métastase sont 
généralisables à toutes les tumeurs dites « solides » (Table 3 et Figure 1). Ainsi, le 
développement d’un foyer métastatique nécessite qu’il développe un nouvel arbre 
vasculaire 18, échappe à la réponse immunitaire de l’hôte 19,20 et enfin réponde et s’adapte 
aux facteurs de croissance secrétés par l’organe cible 21. 
Il s’en suit que, seule une faible population cellulaire présente au sein de la tumeur 
primaire est capable de donner naissance à une métastase 15. Cette population peut être 
considérée comme le résultat de l’élimination des cellules circulantes n’ayant pu compléter 
les étapes listées en Table 3. La complexité de la progression métastatique peut 
expliquer, en partie, pourquoi la dissémination métastatique est considérée comme un 
phénomène peu efficace 16. Par exemple, la présence de cellules tumorales circulantes 
n’est pas prédictive de l’émergence d’une métastase, en effet la majorité des cellules 
tumorales qui pénètre la circulation sanguine est rapidement éliminée. Elle est, cependant, 
dans certaines études prédictive de la rechute à distance 22. L’injection intraveineuse de 
cellules radio-marquées de la lignée melanomateuse B16 chez la souris  nous révèle que 
24 heures après l’injection, seulement 0.1% des cellules restent viables, puis seulement 
0.01% des cellules sont capables de survivre dans la circulation sanguine/lymphatique 
pour donner naissance à une métastase expérimentale 23. Ces observations, questionnent 
un aspect important de la biologie de la métastase : le développement métastatique est-il 
le fait d’une survie et d’une prolifération fortuite des cellules tumorales malignes ? Ou est-
ce la résultante d’une infime population capable de l’initier dans un organe donné 14,16. 
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Etape Description 
1 Après les évènements de transformation, la croissance des cellules 
néoplasiques est généralement progressive et lente. 
2 La masse tumorale excède 1 a 2 mm de diamètre, la masse tumorale 
est vascularisée via le phénomène de néo-angiogenèse. La synthèse 
et la sécrétion des facteurs pro-angiogéniques (VEGF, bFGF) ont un 
rôle critique dans l’établissement d’un nouveau réseau vasculaire. 
3 Invasion locale du stroma par les cellules malignes, cette invasion 
s’effectue par plusieurs mécanismes (dégradation de la matrice, 
transition epithelio-mésenchymateux!). Cette invasion cible 
notamment, mais pas uniquement, les vaisseaux sanguins et 
lymphatiques, structures qui n’offrent que peu de résistance à 
l’envahissement tumoral. 
4 Détachement et embolisation d’agrégats de cellules tumorales. 
5 Circulation des emboles tumorales au sein du réseau vasculaire et 
lymphatique. 
6 Survie des cellules tumorales (résistance à l’anoikis) circulantes, et 
arrêt dans les lits capillaires. 
7 Extravasation des cellules tumorales, mettant en jeu des mécanismes 
similaires à l’envahissement du stroma de l’organe primaire. 
8 Prolifération des cellules tumorales au sein du parenchyme de 
l’organe cible. Il s’agit du développement de la micro-métastase. 
9 Néo-angiogenèse métastatique, et développement de mécanismes 
immunosuppresseurs. 
10 Ré-initiation du processus métastatique : métastase de metastase. 
 
Tableau 3: Etapes nécessaires à la pathogénèse de la métastase. 
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1.2.3  Déterminants génétiques de la métastase ovarienne. 
 
Les récentes avancées technologiques dérivées du séquençage du génome humain ont 
rendu possible l’analyse à haut débit du génome, et du transcriptome des tumeurs, 
permettant ainsi de questionner le processus complexe de la progression métastatique. 
Une des avancées majeures fut l’application de l’étude du transcriptome comme outil de 
stadification et d’indicateur pronostique, tout d’abord dans les hémopathies malignes 24,25 
puis dans les tumeurs solides 26-28. Les analyses bioinformatiques des larges banques de 
tumeurs ont établi des motifs d’expression génique capables de prédire les récurrences 
métastatiques.  
Différentes signatures biologiques ont ainsi été obtenues. Leur impact dépend de la 
manière dont l’étude est construite (nature du prélèvement, stadification de la cohorte, 
contrôle qualité des transcrits isolés) 29. Parmi l’ensemble des tumeurs solides, le cancer 
de l’ovaire constitue un modèle de choix. En effet, L’hétérogénéité de cette maladie, 
variabilité concernant le taux de survie, les différents sous-types histologiques, la période 
pendant laquelle la rechute est possible bien qu’incertaine, l’existence de modalités 
thérapeutiques extrêmement différentes et l’accès à des prélèvements de large cohortes 
de patients contribuent à faire du cancer de l’ovaire un excellent modèle quant à 
l’établissement d’une signature transcriptomique à visée pronostique 29-33. 
Hartman et al., ont analysé par puce à ARN les tumeurs épithéliales ovariennes de 79 
patientes afin de développer une signature moléculaire, capable de discriminer les 
patientes à risque de rechute précoce après une première ligne classique de 
chimiothérapies (sels de platines et paclitaxel) 32. Sur un cohorte d’entraînement de 51 
patientes, Hartman et al. définissent une signature de  14 gènes permettant de discriminer 
un groupe de patientes sujettes à une rechute précoce (moins de 21 mois) et un second 
groupe à rechute plus tardive (plus de 21 mois) 32. Cette signature a été confirmée dans 
une cohorte indépendante de 21 patientes dite de validation 32. Dans cette étude, la survie 
globale a été analysée comme une variable dichotomique. Il est, cependant, peu clair que 
la limite choisie des 21 mois possède une justification clinique et/ou biologique même si 
elle reste dans la fourchette du délai médian de rechute de 15,6 à 22 mois 1,4. 
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Spentzos et al., en profilant une série de 68 patientes atteintes d’adénocarcinomes 
épithéliaux,  ont défini une signature de 115 gènes appelée « Ovarian Cancer Prognostic 
Profile, OCPP » (Figure 2) 33. L’OCPP a une valeur pronostique sur la survie globale ainsi 
que sur la survie sans progression. Elle garde une valeur pronostique en analyse multi-
variée comparée aux facteurs de risque connus tels que l’âge, le stade de la tumeur, le 
grade de différentiation de la tumeur ainsi que la qualité de la résection 33. Les gènes de la 
famille du récepteur aux œstrogènes (comme l’antigène associe au site de liaison du 
récepteur au œstrogènes) sont surexprimés dans le groupe de bon pronostic. Tandis que 
les gènes comme les cytokines et récepteur tyrosine kinase liées à la néo-angiogenèse 
tumoral (VEGF-C, Vascular Endothelial Growth Factor C, PDGFR), les marqueurs 
 
 
 
 
Figure 2: Mise en évidence d’une signature transcriptomique pronostique dans 
les cancers de l’ovaire : « Ovarian Cancer Prognostic Profile ». 
A. Graphique d’expression des 115 gènes définissant la signature pronostique OCPP, 
les lignes représentent le niveau d’expression des gènes (rouge : surexprimé, bleu : 
sous-exprimé), les colonnes représentent les patientes recrutées dans le set 
d’entraînement. B. Association entre l’OCPP et la survie globale. Le set de validation est 
présente en B.A., on remarque que la médiane de survie du groupe de pronostic 
défavorable est de 30 mois et ne rejoint pas la médiane de survie du groupe de bon 
pronostic de 47.5 mois. Ces données sont validées en B.B. lorsque l’OCPP est appliqué 
à la fois au set d’entraînement et au set de validation. C. L’OCPP n’est pas seulement 
associé à la survie globale, elle est aussi capable de définir un groupe de bon pronostic 
en terme de survie sans récidive. 
 
Figures adaptées de Spentzos, D. et al. Gene Expression Signature With Independent 
Prognostic Significance in Epithelial Ovarian Cancer. Journal of Clinical Oncology 22, 
4700-4710 (2004). 
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mésenchymateux (fibronectine, fibromodulin, et vimentin), ainsi que des enzymes 
participant aux phénomènes d ‘invasion (plasminogen activator inhibitor type 1) sont eux 
surexprimés dans le groupe de mauvais pronostic 33.  
Réciproquement, les patientes atteintes de cancer de l’ovaire avancé présentent une 
signature transcriptomique distincte des patientes de stade précoce. Ces observations 
soutiennent l’hypothèse que les adénocarcinomes séreux ovariens sont une maladie 
extrêmement hétérogène et qu’ils représentent un sous type transcriptionellement distinct 
des adénocarcinomes de stade précoces29-33. De façon surprenante, les différentes 
signatures transcriptomiques pronostiques identifiées par ces différents investigateurs ne 
partagent qu’un nombre restreint de gènes. De telles différences entre les études peuvent 
s’expliquer, entre autres, par l’utilisation de plateformes d’études différentes (Affymetrix 
30,31,33, Agilent, modèles de puces), ainsi que l’algorithme de normalisation appliqué, ou 
encore le pourcentage de cellules tumorales au sein de l’échantillon étudié. Bien que les 
signatures diffèrent d’une étude à l‘autre, ceci n’invalide pas leur pouvoir prédictif sur la 
rechute, cependant ces différentes signatures devraient être validées sur des cohortes de 
patientes indépendantes et plus importantes 34-36. 
 
Plus récemment le Cancer Genome Atlas (The Cancer Genome Atlas, TCGA) a entrepris 
d’étudier profondément la génétique des tumeurs de l’ovaire afin d’identifier de nouvelles 
cibles potentielles 37. Le TCGA met en œuvre une analyse de la variation du nombre de 
copies des gènes, du transcriptome, du statut de methylation des promoteurs ainsi que de 
l’expression des micro-ARN (miRNA) sur 489 adénocarcinomes ovariens séreux de haut 
grade, et obtient la séquence des exons sur 316 tumeurs du même type. 
De façon assez surprenante, le spectre de mutations rencontré dans les adénocarcinomes 
ovariens séreux de haut grade est assez simple. Les mutations sur le gène TP53 sont 
prédominantes et sont présentes dans 96% des échantillons testés, des mutations sur les 
gènes BRCA1 et BRCA2 sont retrouvées dans 22% des tumeurs 37. Cependant sur le 
profil d’expression des ARN messagers le TCGA est capable de définir quatre sous-types 
d’adénocarcinomes ovariens séreux de haut grade respectivement : différencié 
(caractérisé par l’expression de MUC1, MUC16 et SLP1), immunoréactif (caractérisé entre 
autre par l’expression de CXCL10, CXCL11 et CXCR3), mésenchymateux (expression 
élevée des gènes de la famille HOX, ANGTL1 et 2) ou encore prolifératif (haute 
expression d’HMGA2, SOX11, MCM2, PCNA). Ces sous-types établis sur la base d’étude 
transcriptomique ne parviennent pas à résumer des groupes de patientes de bon ou 
mauvais pronostique 37. 
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Le TCGA sur la base des études transcriptomiques définit néanmoins une signature de 
193 gènes capable de discriminer des groupes de patientes de bon et de mauvais 
pronostique (Figure 3) 37. 
La détection de ces signatures, au sein même de la tumeur primaire pourrait être en 
accord avec l’hypothèse de l’évolution clonale ; selon laquelle la malignité d’une tumeur 
est due à l’émergence de nouveaux clones issus d’une pression de sélection (modèle 
darwinien de l’évolution tumorale) 16,38,39. Cependant, ces résultats peuvent aussi être 
interprétés selon un modèle prédéterminé, ou le caractère métastatique serait un reflet de 
la malignité de la tumeur primaire 40. Selon ce modèle, la malignité serait principalement 
conditionnée par l’action combinée des mutations qui participent à l’agressivité locale des 
tumeurs. Ainsi, selon le modèle prédéterminé, l’acquisition additionnelle de mutations 
n’aurait qu’un rôle complémentaire 16,40,41. 
 
 
Figure 3 : Mise en évidence de l’existence de sous type distincts 
d’adénocarcinomes ovariens séreux,  et création d’une nouvelle signature 
pronostique. 
a. Les échantillons tumoraux du TCGA et de ref 25, Tothill, R.W.et al. Clin. Cancer Res. 
14, 5198–5208 (2008), permettent de définir de quatre sous groupes 
d’adénocarcinomes ovariens de haut grade. b. En utilisant le set d’entrainement une 
signature pronostique a été obtenue et appliquée au set de validation c. Analyse de 
Kaplan-Meier, comparant sur 4 sets indépendants la survie globale des groupes prédits 
comme à haut et bas risques. 
 
Figure adaptées de Integrated genomic analyses of ovarian carcinoma. Nature 474, 
609-615 (2011). (ref 29, Bonome,T.e tal .A gene signature predicting for survival in 
suboptimally debulked patients with ovarian cancer. Cancer Res. 68, 5478–5486 (2008). 
ref 30, Dressman,H.K.etal.An integrated genomic-based approach to individualized 
treatment of patients with advanced-stage ovarian cancer. J. Clin. Oncol. 25, 517–525 
(2007) 
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1.2.4 Particularités des métastases péritonéales ovariennes. 
 
Comme souligné précédemment, la capacité à métastaser semble être prédéterminée au 
sein de la tumeur primaire, et restreinte à une faible population 16,33,41. Cependant leur 
capacité à donner naissance à un foyer métastatique viable, semble être contenue dans le 
microenvironnement péritonéal. Les considérations éthiques excluent de fait, l’étude  
expérimentale de l’initiation d’une métastase chez l’Homme. Or, l’utilisation de drains 
péritonéaux veineux chez les patientes atteintes de cancers de l’ovaire avancés afin de 
palier l’inconfort clinique,  nous a offert l’opportunité de décrire certains facteurs qui 
affectent la dissémination métastatique péritonéale 42.  
Les cellules tumorales malignes ovariennes peuvent proliférer à la fois en suspension 
dans l’ascite (accumulation de liquide dans la cavité intra-péritonéale) mais aussi en 
adhérant au mésothélium péritonéal. En effet, lorsque leur capsule est rompue, les 
adénocarcinomes épithéliaux ovariens séreux disséminent principalement de la tumeur 
primaire, par exfoliation ainsi que par voie lymphatique. La dissémination peut être 
considérée comme loco-régionale, les ovaires étant anatomiquement localisés au sein de 
la cavité intra-péritonéale. C’est pourquoi il est extrêmement commun de retrouver un 
grand nombre de cellules malignes circulant au sein de l’épanchement intra-péritoneale 43. 
Si la dissémination par voie hématogène est plutôt rare, la dissémination aux ganglions 
pelviens et lombo-aortique est présente chez 40% des patientes atteintes 
d’adénocarcinomes épithéliaux ovariens séreux de stade III ou IV 43. Le péritoine constitue 
le site métastatique préférentiel, il est, en effet, atteint dans 70% des cas 
d’adénocarcinomes épithéliaux ovariens de stade III ou IV 43. Des métastases hépatiques 
superficielles sont détectables dans 1 cas sur 2 pour les stades IV 44, des métastases 
isolées sur l’omentum dans environ 46% des stades III 44 et enfin sont détectées dans 
43% des cas de stade IV des métastases intra-hépatique 44. Il est considéré que le temps 
médian de développement d’une métastase à distance après diagnostic  d’un stade I, II, 
ou III est de 15 mois (amplitude de 2 à 139 mois), A noter enfin, qu’au moment du 
diagnostic il est extrêmement rare d’observer des métastases osseuses ou cérébrales, et 
que la distribution des ces métastases n’est généralement pas reliée à l’histologie ou le 
grade de la tumeur. 
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Une des explications au peu de sites métastatiques rencontrés pourrait donc être cette 
absence ou rareté de dissémination hématogène. Cependant, les travaux de David Tarin 
abordent clairement cette question 42,45. En effet, en drainant l’ascite directement dans la 
circulation veineuse,  il entraîne aussi le drainage de millions de cellules tumorales 
malignes dans la veine jugulaire. Les résultats d’autopsie de 15 patientes montrent que 
l’introduction de cellules tumorales viables, et malignes dans la circulation sanguine, 
n’augmente pas, d’une part, le développement de micro-métastases et de métastases en 
dehors de la cavité péritonéale, plus particulièrement au niveau du poumon, et ce même 
chez les patientes ayant survécu plus de 25 mois après la pause du drain (on note qu’il 
existe cependant des emboles de 5-6 cellules tumorales ovariennes dans le lit vasculaire 
 
Figure 4: Expérience de pose de drain péritonéo-veineux sur la dissémination 
métastatique des adénocarcinomes séreux ovariens. 
1. Section histologique présentant un groupe de cellules tumorales ovariennes viables 
formant des psammomateux dans les capillaires pulmonaires (flèches noires) 2. Section 
histologique présentant un groupe de cellules tumorales ovariennes viables formant des 
psammomateux dans la région hépatique porte (flèches noires) 3. Suivi du poumon droit 
présentant de multiples dépôts tumoraux de taille approximativement semblable (flèches 
blanches) 4. Détails de dépôts tumoraux présentés en 3. Confirmant leurs morphologies 
néoplasiques note (flèches blanches)  5. Schéma représentant la pose d’un drain 
peritoneo-veineux. 
 
Figure adaptées de Tarin, D. et al. Mechanisms of Human Tumor Metastasis Studied in 
Patients with Peritoneovenous Shunts. Cancer Research 44, 3584-3592 (1984).  
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pulmonaire) ; et d’autre part que le pronostic des patientes n’est pas détérioré par la 
pause du drain. 42,45 
Il est donc clair, que dans la pathologie des adénocarcinomes ovariens épithéliaux séreux, 
malgré l’existence de population cellulaire prédisposée à la malignité 30,33, l’initiation d’une 
métastase péritonéale est extraordinairement dépendante du microenvironnement de 
l’organe cible 42,45. 
  
1.2.5 Niche pré-métastatique et microenvironnement péritonéal. 
 
Il ressort de la théorie énoncée par Stephen Paget 11, que la colonisation et la prolifération 
d’un type tumoral particulier sont assujetties à la permissivité du microenvironnement de 
l’organe cible. Cette idée est critique dans la physiopathologie des cancers. En effet, elle 
aborde une question des plus intrigantes de la pathologie, à savoir la spécificité des 
organes ciblés par une métastase. L’interaction entre les cellules tumorales malignes 
disséminées et leur microenvironnement constitue un événement clé de leur survie et la 
genèse éventuelle d’une macro-métastase. Cependant, une question demeure : est ce 
que les organes ciblés par une métastase sont intrinsèquement enclins au développement 
d’une maladie à distance, ou est ce que « l’adressage » à ces sites demeure sous 
l’influence de la tumeur primaire ? 
 
Les signaux secrétés par la tumeur, comme les cytokines et protéases sont connues pour 
modifier profondément le microenvironnement « local », toutefois il est maintenant 
reconnu que des changements systémiques prennent place en réponse à la présence de 
la tumeur primaire 46-48. 
Les travaux de R.N. Kaplan et al., suggèrent un rôle essentiel des cellules progénitrices 
dérivées de la moelle (Bone Marrow Derived Cells, BMDC) sur l’amorce du 
développement métastatique. En effet, en réponse à un pool de cytokines secrétées par la 
tumeur primaire certaines cellules de la moelle osseuse sont mobilisées en périphérie 48. 
Les BMDC s’organisent conjointement au niveau de l’organe cible en précédant le 
recrutement de cellules tumorales malignes. La mobilisation des BMDC au niveau de 
l’organe cible est associée à un dépôt local de fibronectine ; les BMDC sont donc 
capables de conditionner l’organe cible pour fournir aux cellules tumorales malignes 
disséminées un environnement permissif à leur croissance. L’inhibition du recrutement 
des BMDC au niveau de ces niches pré-métastatique est suffisante pour inhiber la 
progression métastatique. Il est important de noter que le recrutement des BMDC au 
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niveau des niches pré-métastatiques, semble être dépendant du type de tumeur 
considéré, et de la nature des facteurs secrétés par celle-ci. Ainsi, l’administration de 
milieu conditionné de mélanome murin B16 chez une souris C57bl/6 conduit au 
recrutement des BMDC au niveau des poumons, de la rate, du foie, des testicules et du 
rein. Le traitement par un milieu conditionné de leucémie lymphoïde chronique murine 
conduit quant à lui à un recrutement des BMDC exclusivement localisé au niveau des 
poumons 48. La mobilisation des BMDC en périphérie est donc dépendante du type de 
tumeurs considérées, celles-ci sont capables d’orchestrer cette mobilisation par un jeu de 
facteurs secrétés constituant une véritable empreinte tropique des sites métastatiques48,49. 
La genèse d’une métastase est donc le fruit d’un dialogue savamment orchestré entre la 
cellule tumorale et son microenvironnement. On s’aperçoit qu’il existe une sous-population 
présentant des traits de malignité, néanmoins le développement métastatique reste 
dépendant du stroma de l’organe cible ; stroma lui-même sous l’influence de la cellule 
tumorale.  
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Figure 5: Mobilisation des cellules hématopoïétiques pro-génitrices  (HPC) vers la 
niche pré-métastatique. 
« Initiation ».  Les HPC son recrutées sous forme de groupes au niveau du poumon 
avant l’arrivée des cellules tumorales. « Progression », les cellules tumorales circulantes 
adhèrent et prolifèrent spécifiquement sur ces sites. « Completion », des éléments pro-
angiogéniques tels que les cellules endothéliales progénitrices sont recrutés au niveau 
de la lésion métastatique naissante. GFP : VEGFR1+HPC, mCherry : Cellules 
tumorales, DAPI : noyaux. 
Ligne inférieure R1, VEGFR1+ HPCs (vert); R2, VEGFR2+ CEPs (bleu); T, tumeur 
(rouge); jaune, fibronectin (FN); orange, fibroblastes (FB); TB, bronchiole terminale; BV, 
veine de la bronchiole. 
 
Figures adaptées de Kaplan, R.N., Rafii, S. & Lyden, D. Preparing the 'Soil': The 
Premetastatic Niche. Cancer Research 66, 11089-11093 (2006). 
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1.3 Les résistances aux thérapies : des résistances intrinsèques au 
microenvironnement. 
 
La résistance aux traitements anticancéreux peut être divisée en deux catégories : la 
chimiorésistance acquise ou de novo. La résistance acquise ou intrinsèque est le résultat 
de mutations génétiques entraînant la formation d’un phénotype résistant. Classiquement 
les résistances intrinsèques des cellules tumorales aux traitements de chimiothérapie sont 
expliquées par : 
- l’augmentation des mécanismes de réparation de l’ADN. 
- La détoxification du cytoplasme par des mécanismes dépendant de la 
métallothionein et du glutathion 
- Les pompes d’efflux 
- La mutation de la cible 
- Des mutations dans les signalisations pro- apoptotiques.  
La prise en charge thérapeutique des adénocarcinomes ovariens séreux, comprend un 
geste chirurgical suivi d’une chimiothérapie de six cycles minimum à base de Carboplatine 
et de Paclitaxel 1,4,7. Dans cette partie, nous développerons les causes des résistances 
intrinsèques des adénocarcinomes ovariens séreux aux sels de platines et aux taxanes. 
 
1.3.1 Résistances aux sels de platines. 
 
1.3.1.1 Généralités. 
Le cis-platine fut découvert de façon fortuite au milieu des années 60 par Barnett 
Rosenberg. En effet en étudiant l’effet des champs des électriques sur la division 
bactérienne, il s’aperçût que celle-ci était inhibée lorsqu’il introduisait une électrode de 
platine dans son système expérimental 50. Le cis-platine obtint l’autorisation de mise sur le 
marché pour le traitement des cancers de l’ovaire en 1978 aux Etats Unis.  
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La cytoxicité du cis-platine est basée sur sa capacité à former des adduits au niveau des 
bases puriques de l’ADN (adénine ou guanine). Ces adduits modifient la conformation 
spatiale locale du double brin, inhibant (i) la réplication de l’ADN lors de la phase S 51, (ii) 
la transcription de l’ADN en ARN 51. Dans les cancers de l’ovaire, le cis-platine induit une 
première réponse assez franche en terme de réduction de taille tumorale, cependant les 
rechutes manifestent par la suite une résistance prononcée à ce sel. La résistance au cis-
platine et aux différents sels dérivés est multifactorielle, nous discuterons ici les causes 
principales. 
 
 
Figure 6: Mécanismes de résistances aux sels de platines mis en œuvre par les 
cellules tumorales ovariennes. 
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1.3.1.2 Réparation	  des	  adduits	  de	  l’ADN. 
Lorsque des clones résistants sont sélectionnés en culture en présence de cis-platine, une 
des propriétés partagées par les cellules tumorales ovariennes survivantes est 
l’augmentation des phénomènes de réparation de l’ADN. Les échantillons résistants de 
tumeurs présentent une plus forte activité de la protéine d’ERCC1 (Excision Repair Cross-
Complementation group 1), actrice principale du mécanisme de réparation par excision de 
nucléotide (Nucletotide Excision Repair, NER) 52. Le rôle clé du NER dans la résistance au 
platine est illustré par la corrélation, chez les patientes atteintes de cancer de l’ovaire, 
entre l’activité NER (expression de ERCC et XPA, Xeroderma Pigmentosum, 
complémentation group A) et de la résistance au cis-platine 52-55. 
 
1.3.1.3 Détoxification	  des	  complexes	  de	  platines. 
Les complexes de platines, en particulier dans leur état ionique Pt2+, sont des espèces 
réactives rapidement inactivées par la formation d’adduits sur des macromolécules 
d’ADN56.  
La métallothioneine (MT) est une protéine de bas poids moléculaire, présentant de 
multiples résidus cystéine et qui permettent la chélation d’un ensemble d’ions métalliques. 
La fonction de la métallothioneine est d’une part de contrôler la concentration intra-
cytoplasmique et intra-nucléoplasmique de certains éléments essentiels, comme le zinc 
ou le cuivre, d’autre part de séquestrer les espèces métalliques toxiques comme le 
cadmium, le mercure ou encore le platine 57. Sous sa forme monomérique, la MT peut 
chélater jusqu’à cinq molécules de cis-platine 58. La relation entre l’expression de la MT et 
la sensibilité aux sels de platines a été démontrée sur des cellules en culture 59.  
Le résultat des études cliniques menées sur la réponse au cis-platine dans les cancers de 
l’ovaire et l’expression de la MT sont quant à eux plus nuancés. S’il n’existe pas de 
corrélation entre le niveau d’expression de la MT et l’efficacité du traitement au cis-platine, 
on note que la localisation subcellulaire de la MT et plus particulièrement sa 
nucléarisation, est capable de définir chez les patientes un groupe de mauvais pronostic60.  
La Gluthation-S-Transferase (GST) est une enzyme cytosolique capable de médier la 
désactivation d’espèces électrophiles hautement réactives, comme les drogues ou les 
produits de péroxydation des lipides, par conjugaison de celles-ci au Gluthation (GSH) 61. 
La GST, et plus particulièrement son iso-forme “π”, est responsable d’une pléthore de 
mécanismes de détoxification cellulaire, et il a été proposé que la π-GST puisse intervenir 
dans l’émergence d’une résistance au platine 62. L’iso-forme π de la GST est surexprimé 
dans les cancers de l’ovaire de stade II à VI 63.  Sur une série de 137 patientes testées T. 
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Satoh et al., démontrent une association entre cette surexpression de la π-GST et une 
baisse de la survie globale, cependant l’impact réel de cet essai, ainsi que sa pertinence 
pronostique restent aujourd’hui sujets à controverses 62,64. 
 
1.3.1.4 Système	  d’efflux	  et	  résistances	  aux	  platines. 
Trois transporteurs sont classiquement associés à la résistance aux chimiothérapies : 
ABCB1 (MDR1), ABCC1 (MRP1) et ABCG2 (BCRP). Cependant il n’est pas encore certain, 
dans la littérature, que ces transporteurs soient capables d’extruder le cis-platine des 
cellules tumorales ovariennes 65. De plus il n’existe peu de corrélations équivoques entre 
l’expression des ces transporteurs et la survie sans progression ou la survie globale de 
patientes sous une thérapie à base de platine 62,66.  
Il a été suggéré que le transporteur MRP2 pourrait avoir un rôle sur les mécanismes de 
résistance aux sels de platines 67. Cependant son expression n’a été observée que dans 
un nombre de tumeurs primaires assez restreint et ne constitue ni une variable prédictive 
de la réponse au traitement, ni un indicateur pronostique 67. 
Il apparaît cependant dans les cancers de l’ovaire que certains systèmes de transport 
peuvent avoir un rôle dans la résistance aux sels de platines. La protéine mise en jeu, 
ATP7B, n’est pas une protéine ABC spécialisée dans l’export de métabolites toxiques du 
cytoplasme, mais un transporteur de cuivre endogène 68. La relation entre l’expression de 
ce transporteur et la résistance au cis-platine a tout abord été mise en évidence sur des 
lignées tumorales de prostate, préalablement sélectionnées pour leur résistance au 
platine68. L’augmentation de l’expression d’ATP7B réduit le potentiel cytotxique du cis-
platine, alors que la transfection du gène ATP7B chez des cellules de carcinome ovarien 
ne l’exprimant pas, leur confère une résistance aux dérivés du platine 69. ATP7B médie la 
résistance au platine par des mécanismes d’efflux. Des études cliniques prouvent qu’on 
rencontre un taux élevé de transcrit codant pour ATP7B dans les cancers de l’ovaire, les 
cancers gastriques ou encore les cancers du sein70-72. Dans la pathologie ovarienne 
l’expression de la protéine ATP7B constitue un facteur de mauvais pronostic 70.  
 
1.3.1.5 La	  signalisation	  pro-­‐apoptotique	  induite	  par	  le	  cis-­‐platine. 
A la suite de la production et la détection de complexes ADN-platine, les mécanismes de 
réparation de l’ADN prennent place. Si cette réparation est inadéquate ou défectueuse, la 
cellule déclenche des voies pro-apoptotiques. Le facteur de transcription p53 est un 
effecteur clé dans la surveillance de l’intégrité du génome, coordonnant les mécanismes 
de réparation et dirigeant l’apoptose liée au stress comme les dommages à l’ADN, 
Les résistances aux thérapies : des résistances intrinsèques au microenvironnement 36 
l’activation aberrante de certains oncogènes ou encore la perte de contact cellule-cellule73-
75. La protéine p53 est mutée dans plus de 50% des cancers de l’ovaire de stades 
avancés 76, ceux-ci, comme discuté précédemment, sont pris en charge par une thérapie 
à base de sels de platines en association avec des taxanes 4. Malgré de nombreuses 
études, la relation entre le statut p53 des cancers de l’ovaire et l’efficacité d’une thérapie à 
base de platine reste peu claire 76.  
Il est donc difficile d’établir un lien net entre le statut p53 d’une tumeur et sa réponse aux 
thérapies a base de sels de platines. En effet les tumeurs de l’ovaire sont extrêmement 
hétérogènes concernant cette mutation. Les résistances aux thérapies à base de sels de 
platines étant multifactorielle, le seul statut p53 d’une tumeur ovarienne reste un facteur 
prédictif de la réponse au cis-platine peu efficace. 
 
L’altération de l’expression ou de l’activité de protéines médiatrices de l’apoptose (Bcl-2, 
AKT, Fas-L) constitue un facteur critique à la réponse au cisplatine 77-80. De plus, on peut 
envisager que la modulation de l’expression de ces protéines impliquées dans l’apoptose 
pourrait constituer une thérapie chimio-sensibilisante. Par exemple, l’inhibition chimique 
de l’expression des inhibiteurs de l’apoptose liée au chromosome X (X-linked inhibitor of 
apoptosis, XIAP) permet de circonvenir la résistance au cis-platine dans de nombreux 
types cellulaires 81. Le rôle précis des différentes protéines intervenant dans les 
mécanismes d’apoptose sur la résistance au cis-platine requiert des études 
supplémentaires, et plus particulièrement dans un contexte clinique. Une plus grande 
compréhension des mécanismes participant à l’émergence des résistances aux sels de 
platines pourrait permettre de développer de nouvelles thérapies anti-tumorales. 
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1.3.2 Résistances aux taxanes 
1.3.2.1 Généralités. 
Les taxanes sont des agents chimio-thérapeutiques dérivés de l’if européen. Les deux 
composés les plus utilisés en clinique aujourd’hui sont le paclitaxel et un taxane de 
deuxième génération ; le docetaxel. Ces deux taxanes appartiennent à la catégorie des 
agents anti-mitotiques conformément à leur capacité à inhiber la division cellulaire en 
perturbant la formation du fuseau mitotique de tubuline 82,83. Le fuseau mitotique est formé 
par la polymérisation d’hétéro-dimères d’alpha et beta tubuline. Le paclitaxel et le 
docetaxel se lient à la sous-unité beta de la tubuline et inhibent ses mécanismes de 
dépolymérisation. En effet, cette liaison entraine une stabilisation et une extension de 
polymère de microtubule 84,85. Ce mécanisme de stabilisation du fuseau mitotique entraîne 
un arrêt dans le cycle cellulaire en phase M, et le déclenchement de la mort cellulaire par 
apoptose. Depuis leur introduction sur le marché, les taxanes ont été utilisés dans le 
traitement de nombreuses tumeurs solides, comme les tumeurs de prostate, de la tête et 
du cou, des poumons, des mélanomes, et des ovaires 86,87. Malgré les bénéfices cliniques 
forts associés aux thérapies à base de taxanes plus de 75% des patientes atteintes de 
cancer de l’ovaire rechutent après leurs chimiothérapies. Les mécanismes de résistances 
intrinsèques des cellules tumorales ont été abondamment étudiés in vitro ; les deux 
modes de résistance les plus décrits étant la diminution de l’accumulation des taxanes au 
niveau du cytoplasme, ainsi que l’altération de la tubuline. 
 
1.3.2.2 Système	  d’efflux	  et	  résistances	  aux	  taxanes. 
Un des phénomènes proposés pour expliquer les résistances au taxanes est la réduction 
de la concentration cytoplasmique et nucléaire de la drogue. Cette réduction a été 
observée à la fois pour le paclitaxel et le docetaxel au sein de cellules tumorales in vitro. Il 
est clair aujourd’hui, que cette réduction est dépendante de l’expression et de l’activité de 
plusieurs protéines de la famille ABC, comme ABCB1, ABCB11 et ABCC1 87-89. L’inhibition de 
ces pompes, et plus particulièrement d’ABCB1 par la verapamil ou la cyclosporine A 
restaure la sensibilité des cellules tumorales cultivées en présence de paclitaxel et 
docetaxel 90,91. Ainsi il existe une relation très nette entre l’efficacité des taxanes et leur 
capacité à s’accumuler dans le cytoplasme des cellules tumorales. Suite à ces 
observations de nombreuses études cliniques se sont attachées à démontrer que 
l’utilisation des bloqueurs de pompes de première et deuxième génération sont capables 
de rétablir une sensibilité des cellules tumorales au docetaxel. L’utilisation de ces 
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premières générations en clinique a montré que l’inhibition de pompes ABC permettait 
l’augmentation de la cytotoxicité ainsi qu’une interaction pharmacocinétique aboutissant à 
une réduction de dose de l’agent de chimiothérapies. Cependant, les inhibiteurs de 
pompes les plus prometteurs en précliniques, les inhibiteurs de troisième génération, n’ont 
pas obtenu de résultats significatifs en essai clinique. Par exemple la combinaison  
tariquidar-docetaxel n’a pas montré de bénéfice clinique en terme de survie globale. 
L’eraclidar, un inhibiteur d’ABCB1, a été développé de façon à augmenter la pénétration 
de docetaxel dans le système nerveux central (CNS) et ainsi de traiter les tumeurs du 
CNS. Malheureusement, l’administration de ce composé entraîne l’augmentation de la 
concentration du docetaxel au niveau systémique ainsi qu’une élimination réduite de la 
drogue 92. 
Ces résultats décevants ont souligné le manque de compréhension concernant le rôle 
précis des pompes ABC, et plus particulièrement ABCB1 dans les résistances cliniques 
aux taxanes. Ces échecs relatifs mettent aussi en exergue un doute concernant la validité 
théorique à cibler les pompes ABC dans les cancers résistants.  
 
1.3.2.3 Mutations	  de	  la	  tubuline. 
L’altération de l’expression ou de l’activité de la cible des taxanes est un facteur majeur 
contribuant à l’émergence de résistance aux chimiothérapies.  Dans le cas de la 
résistance aux taxanes, ces modifications incluent tout d’abord une mutation ou une 
altération de l’expression de nombreux iso-types de la béta-tubuline 93-95. La 
cristallographie par rayon X nous révèle que les mutations de la béta-tubuline, sont 
situées au site de liaison entre le taxane et la sous-unité de la tubuline, diminuant ainsi 
l’efficacité de liaison de la drogue, et la stabilité des polymères de tubuline 95,96. L’impact 
prédictif et pronostique des mutations, ou altération de l’expression de la tubuline, reste 
sujet à controverse. En effet, le gène de la béta-tubuline est conservé tout au long de 
l’évolution, et il est extrêmement rare de retrouver un polymorphisme de ce gène chez les 
patients 97. De plus, il a été démontré que des patients atteints de cancer du poumon, du 
sein ou encore de l’ovaire, bien que réfractaires aux thérapies à base de taxanes, ne 
présentaient pas de polymorphisme et/ou mutation au niveau du gène de la béta-tubuline. 
A la vue des données de la littérature, il est donc très difficile aujourd’hui de metter en 
lumière une corrélation nette entre la réponse aux traitements à base de taxanes et le 
polymorphisme du gène de la béta-tubuline. 
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1.3.2.4 Résistances	  aux	  taxanes	  :	  conclusions. 
La question des facteurs causant chez les patients une résistance aux taxanes reste, 
encore aujourd’hui, non résolue. Les mutations et altérations du gène de la tubuline sont 
généralement absentes chez les patientes et ce, même dans les groupes résistants aux 
taxanes. La pompe ABCB1 semble être un bon candidat. Cependant l’inhibition de son 
action soulève des problèmes de toxicité sévère.  Le développement de dérivé de taxane 
n’étant pas substrat d’ABCB1 a donc été accueilli avec un grand optimisme. Le DJ-927 
(tesetaxel) est une molécule de la famille des taxanes, qui présente une toxicité sévère 
sur les cellules tumorales exprimant ABCB1 98.  Considérant que le développement du 
tesetaxel a cessé suite à un échec dans le traitement des cancers colorectaux et 
gastriques 99. Il n’en reste pas moins que le principe de développement de drogues n’étant 
pas substrats de pompes de la famille ABC, reste une alternative plausible à l’inhibition de 
celles-ci par des composés chimiques. 
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1.3.3 Les résistances liées au microenvironnement. 
L’acquisition de ces modifications cellulaires entraînant une chimiorésistance  résulte de 
plusieurs mutations géniques et nécessite plusieurs années 100. Or le délai de rechute 
dans le cancer de l’ovaire étant de l’ordre de 1 à 2 ans 1, des mécanismes autres que la 
résistance acquise doivent pouvoir participer à la chimiorésistance des cellules tumorales 
formant la maladie résiduelle, comme par exemple leur environnement (figure 6). 
C’est en 1990, que Teicher met en évidence le rôle de l’environnement tumoral dans la 
résistance au cisplatine 101. Il greffe des cellules de carcinome mammaire chez des souris, 
traitées ensuite par divers agents cytotoxiques pour créer une chimiorésistance. Les 
cellules tumorales chimiorésistantes sont prélevées sur des animaux et cultivées in vitro. 
Elles retrouvent alors un phénotype chimiosensible. Ces mêmes cellules ré-implantées 
chez des souris présentent de nouveau une chimio-résistance in vivo 101. Ces travaux 
démontrent  que le micro-environnement de la tumeur serait donc un facteur clé de 
résistance aux chimiothérapies et bouleversent l’idée longtemps établie que le cancer était 
uniquement un processus cellulaire autonome où l’acquisition successive de mutations au 
niveau des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeur entraînait progressivement 
une prolifération et une résistance à la mort cellulaire 101. 
 
Parmi l’entité complexe et hétérogène (matrice extracellulaire, cellules immunitaires, 
fibroblastes associés aux tumeurs) (figure 6) que constitue le microenvironnement 
tumoral, nous avons choisi de nous intéresser plus particulièrement à deux éléments : les 
cellules souches mésenchymateuses (MSC) ainsi que les cellules endothéliales, et plus 
précisément leur rôle dans l’émergence de la maladie métastatique et des résistances aux 
traitements conventionnels de chimiothérapie. 
Les résistances aux thérapies : des résistances intrinsèques au microenvironnement 41 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7: Composition du microenvironnement tumoral et résistances liées au 
stroma tumoral. 
 
(Haut) Schéma adapté de « the Biology of Cancer », Robert A. Weinberg. (Bas) 
Figure adaptée de Meads, M.B., Gatenby, R.A. & Dalton, W.S. Environment-mediated 
drug resistance: a major contributor to minimal residual disease. Nat Rev Cancer 9, 
665-674 (2009). 
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1.4 Les cellules souches mésenchymateuses, rôle dans la progression 
métastatique et la chimiorésistance. 
1.4.1 Généralités. 
On doit l’identification de cellules adultes non hématopoïétiques, d’origine médullaire, aux 
travaux de Von Recklinghausen and Cohnheim (revu dans 102). Dès 1860, ils observent 
qu’une sous-population présente dans la moelle osseuse peut servir de source de cellules 
mésenchymateuses lors des processus de cicatrisation ou d’inflammation. Ce n’est qu’en 
1874 que cette sous-population, ces pro-géniteurs médullaires ont été isolés et 
caractérisés. Friedenstein et al, ont pu cultiver ceux-ci à partir d’extraits médullaires 
totaux. Ces progéniteurs médullaires se présentent sous la forme de cellules adhérentes 
au plastique, de morphologie mésenchymateuse ou « spindle-like shape ». Ces cellules 
mésenchymateuses d’origine médullaire croissent sous forme de colonies fibroblastiques 
aussi appelées unité formatrice de colonie fibroblastique «colony-formating unit-
fibroblastic, CFU-F » 103. Ces cultures clonogéniques, appelées plus tardivement cellules 
souches mésenchymateuses, ou MSC, « Mesenchymal Stem Cells », possèdent des 
capacités de différentiation uniques. Cellules pluripotentes, elles sont capables de se 
différencier en ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes, ou encore myoblastes 104-107. 
Les MSC sont des cellules qui se conservent aisément en culture. Leur profil de 
différenciation est connu et relativement constant. Les MSC possèdent aussi une capacité 
à s’autorenouveler en culture assez robuste, et présentent des propriétés 
immunosuppressives. L’ensemble de ces propriétés ont amené les chercheurs à utiliser 
les cellules souches mésenchymateuses dans de nombreux essais translationnels.  
 
Les MSC ont ainsi été utilisées dans la réparation de tissus conjonctifs comme les os ou 
les muscles 108,109, dans le traitement de foyers inflammatoires 109 ou encore dans la 
prévention ou le traitement de la maladie du greffon contre l’hôte 110,111. Le tropisme 
particulier des MSC ainsi que leur pouvoir pro-angiogénique a aussi permis d’utiliser ces 
cellules dans le traitement d’organes compromis suite à un choc ischémique, notamment 
dans les cas d’infarctus du myocarde ou d’attaque cérébrale 112-116. 
Ces propriétés et fonctions uniques des MSC, ont amené la communauté scientifique à 
considérer celles-ci comme une source majeure de cellules souches adultes en médecine 
régénérative, pouvant constituer dans certains cas une alternative crédible aux cellules 
souches embryonnaires humaines 117-119. 
Les MSC présentent une avidité pour les sites de cicatrisation lorsqu’elles sont injectées 
dans la circulation périphérique 120. Les signaux endocrines provenant de l’organe ou du 
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tissu endommagés induisent la mobilisation depuis la moelle osseuse de MSC vers la 
circulation sanguine 121. D’autres signaux endocrines sont ensuite mis en jeu pour recruter 
les MSC aux sites inflammatoires, au niveau desquels les MSC exercent leur pouvoir 
immunomodulateur et régénératif. Même si ce modèle de mobilisation/recrutement de 
MSC à partir de la moelle osseuse reste encore aujourd’hui sujet à controverse, celui-ci a 
fait l’objet de nombreuses études. Les molécules impliquées dans les processus de 
mobilisation, et recrutement (extravasation et intravasation) des MSC commencent à être 
relativement bien décrites dans la littérature (revu dans 120). Néanmoins, ce tropisme des 
MSC pour les sites inflammatoires a fourni aux scientifiques un moyen efficace pour 
délivrer des agents thérapeutiques, permettant d’envisager que l’injection de MSC 
exogènes modifiées puisse contribuer au développement de thérapies géniques utilisant 
des vecteurs cellulaires 121.  
 
Puisque les MSC sont recrutées au niveau de site inflammatoire, il est finalement peu 
surprenant que des MSC exogènes injectées chez le petit animal présentent une 
prédilection pour les sites tumorigéniques. Les premiers travaux démontrant le 
recrutement de MSC au niveau de sites tumoraux sont le fruit de Matus Studeny et al.122, 
qui utilisent de façon assez ingénieux le tropisme des MSC pour les sites tumoraux pour 
délivrer de localement de l’interféron beta. Cette élévation locale du taux d’interféron beta 
résulte dans une diminution de la masse tumorale 122. Ces observations furent validées 
par la suite dans d’autres modèles tumoraux expérimentaux 123,124, et ont fourni la preuve 
du concept de thérapie cellulaire anticancéreuse à base de MSC exogènes modifiées 
génétiquement 125,126. 
Des travaux récents ont montré que les MSC endogènes sont recrutées au niveau du 
stroma tumoral. Ces MSC exercent une influence aussi bien sur la desmoplasie fibro-
vasculaire, la tumorigenèse que sur la capacité du cancer à disséminer dans l’organisme 
127,128.  
Ces efforts soulignent que les MSC possèdent des propriétés particulières dans le cadre 
tumoral, et ont suscité un intérêt nouveau dans l’étude des MSC comme des cellules à 
part entière du stroma tumoral. Quels sont les réservoirs de MSC in vivo? Comment ces 
cellules sont recrutées au niveau de la tumeur ? Quel est leur devenir au contact du tissus 
cancéreux ? Quelle est la nature du dialogue engagé entre les MSC et les cellules 
tumorales ? Toutes ces questions font l’objet d’intenses études. Dans cette section, nous 
essayerons de détailler le rôle des MSC associées aux tumeurs sur le développement 
tumoral et l’apparition de résistances aux thérapies anticancéreuses, et plus 
particulièrement dans les adénocarcinomes séreux ovariens. 
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1.4.2 Origines des cellules souches mésenchymateuses, phénotype et 
différenciation. 
Les cellules souches mésenchymateuses, MSC, sont des cellules non hématopoïétiques 
issues de la moelle osseuse, pouvant être isolées à partir d’autres tissus, comme le 
muscle, le tissu adipeux, le foie, le cordon ombilical, les membranes fœtales, le cartilage 
et la peau 129. On identifie les MSC, en culture, sur la base de la co-expression d’un 
certains nombres de « cluster of différentiation », CD. La société internationale de 
recherche sur les cellules souches (International Society for Stem Cell Research, ISSCR) 
admet une définition minimale des cellules souches mésenchymateuses sur l’expression 
de CD90, CD73 et CD105. Cependant, des définitions phénotypiques plus larges existent 
dans la littérature. On considère que les MSC expriment : CD29, CD44, CD73, CD90, 
CD105, CD106, CD166 et Stro1, et n’expriment pas les marqueurs hématopoïétiques tels 
que CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, et HLA-DR 130. De plus, les MSC expriment le 
complexe majeur d’histocompatibilité, CMH, de classe 1, mais n’expriment pas le CMH de 
classe 2 ainsi que les molécules de co-stimulation CD80, CD86, CD40 131. Ce profil 
d’expression de molécules impliquées dans la discrimination du soi/non-soi  facilite la 
transplantation non allogénique des MSC.  
Toutefois, malgré le fait que l’on ait pu isoler des MSC des différents tissus ou organes. 
Que celles-ci partagent l’expression de certains marqueurs membranaires, il n’en reste 
pas moins que ces MSC restent une population hétérogène, comprenant de nombreux 
variants ayant des caractéristiques propres 132. En effet, un certain nombre de laboratoires 
a pu obtenir, à partir de préparations de MSCs les lignages dits classiques. Comme les 
ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes, mais sont parvenus à générer dans le même 
temps des lignages non classiques. Par exemple, les MSC seraient capables de se 
différencier en myocytes, en cellules neuro-ectodermales ou encore, et de façon plus 
surprenante, en cellules épithéliales 133,134. La régulation moléculaire mise en jeu lors de 
ces processus de différentiation non-classique reste encore aujourd’hui à éclairer. 
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Le mode de culture et de propagation des cellules souches mésenchymateuses n’est pas 
uniforme au sein de la communauté scientifique. Il en résulte une variation sur le 
 
 
Figure 8: Phénotype et caractère multipotent des cellules souches 
mésenchymateuses ou cellules stromales mésenchymateuses. 
 
Panel de gauche, Critères  minimaux servant à la définition des cellules souches 
mésenchymateuses en culture. Panel de droite, la fraction adhérente aux plastiques de 
culture de différents organes peut donner naissance à des colonies de morphologie 
fibroblastique. Ce sous type cellulaire, aussi connu sous le nom d’unités formatrice de 
colonies fibroblastiques (Colony Formation Unit Fibroblasts, CFU-Fs), correspond au 
moins partiellement à un progéniteur multipotent, très probablement hétérogène en ce 
qui concerne sa nature et son origine. Ce progéniteur multipotent réside in vivo à 
proximité des vaisseaux sanguins et exprime des marqueurs spécifiques des péricytes 
tels que  CD146, CSPG4 (Chondroitin Sulfate Proteoglycan 4), le récepteur $ au facteur 
de croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived growth factor receptor-$). Lorsque 
ces progéniteurs sont cultivés de façon idoine (densité de culture, milieux utilisés!) ils 
peuvent être conservés sur de multiples générations (flèche arrondie sur le schéma) 
sans perdre leur caractère multipotent. Ces produits de cultures cellulaires sont 
classiquement appelés les cellules souches mésenchymateuses. Cependant aujourd’hui 
il est convenu d’appeler ce type cellulaire « cellule stromale mésenchymateux ». Les 
lignages classiques de différenciation des MSC  comprennent la différenciation en 
ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes. Des différentiations en lignage mature non 
mésenchymateux telles que les différenciations en cellules musculaires, endothéliales 
ou encore neuronales ont été décrites. Toutefois ces types de différenciation « non-
classique » restent sujet à controverse dans la littérature. 
 
Figures adaptées de Nombela-Arrieta, C.s., Ritz, J. & Silberstein, L.E. The elusive 
nature and function of mesenchymal stem cells. Nat Rev Mol Cell Biol 12, 126-131 
(2011). 
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phénotype des MSC. Cette variation peut s’expliquer en partie par la formulation du milieu 
de base, la concentration en glucose, la densité d’ensemencement, l’utilisation ou non de 
sérum de bœuf ou de veau, le type de plastiques utilisés ou autres 135,136. Le protocole 
pour isoler les MSC le plus communément admis reste l’isolation de la fraction adhérente 
de la moelle osseuse. De nombreuses modifications ont malgré tout été apportées à ce 
protocole afin d’augmenter la pureté et l’efficacité d’isolation : sélection sur billes ou 
l’utilisation de gradients de densité 137-140. La variété de méthodes utilisées sur une 
population cellulaire déjà hétérogène peut expliquer la disparité des résultats observés 
dans la littérature concernant les MSC, et notamment leur implication fonctionnelle dans le 
stroma tumoral. Elle peut aussi expliquer la difficulté à reproduire les résultats d’un 
laboratoire à un autre. 
 
Les MSC partagent un certain nombre de gène associé à la pluripotence avec les cellules 
souches embryonnaires humaines, notamment les facteurs de transcription NANOG, 
OCT-4 et SOX2 141 ; suggérant que ces trois facteurs puissent être impliqués dans les 
phénomènes d’auto-renouvellement des MSC 142. En effet, la perte d’expression d’OCT-4 
ou de SOX2 corrèle avec la perte d’autorenouvellement, l’induction de la sénescence, la 
perte de capacité de différentiation des cellules souches mésenchymateuses en culture, 
confirmant ainsi l’importance de l’expression de ces facteurs de transcription dans les 
phénomènes d’auto-renouvellement. De la même façon, les MSC maintiennent un 
phénotype constant et une activité télomérase forte pendant 10-12 générations ou 
passages, ainsi qu’une forte capacité mitotique pendant 20 à 30 générations ou 
passages131,143,144. Cependant, au- delà de ces 20-30 passages, le maintien de cette 
activité mitotique cesse suite à l’augmentation de l’expression et de la sécrétion du 
Transforming Growth Factor  beta 1 (TGFbeta1) et de la mise en place d’une boucle 
autocrine impliquant le récepteur 1 au TGFbeta (Transforming Growth Factor  beta 
Receptor 1, TGFbetaR1) et une l’une de ses protéines adaptatrices SMAD3 (S-mothers 
against decapentaplegic homolog 3). Cette mise en route d’une boucle autocrine est 
concomitante d’un rapide changement morphologique des MSC, d’un raccourcissement 
des télomères, traduisant des phénomènes de sénescence. Cette induction intrinsèque de 
sénescence pourrait constituer un obstacle majeur à l’utilisation des MSC en 
thérapeutique et médecine régénérative 145.  
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1.4.3 MSC, processus inflammatoires et cicatrisants. 
La mobilisation des MSC depuis la moelle osseuse (et certainement depuis d’autres 
niches périphériques telles que le tissu adipeux) vers la circulation sanguine est un 
processus qui prend place à la suite de phénomènes inflammatoires mis en jeu lors des 
processus de cicatrisation 121.  
 
Une fois recrutées au niveau du site inflammatoires, les MSC produisent et secrètent des 
facteurs trophogènes capables de stimuler l’expansion et la prolifération de cellules 
souches locales 146, d’interrompre l’inflammation et de contribuer à la cicatrisation 147.  
Les cellules souches mésenchymateuses possèdent des propriétés anti-inflammatoires 
assez étendues, elles inhibent aussi bien l’activation et la prolifération des cellules T en 
réponse à une stimulation antigénique allo-génique 148-150, que la différentiation des 
cellules B en plasmocytes et la sécrétion d’anticorps 151,152. De plus, la maturation des 
cellules dendritiques ainsi que leur fonction sont au moins partiellement inhibées par les 
cellules souches mésenchymateuses 153,154. De façon assez similaire, les cellules souches 
mésenchymateuses recrutent et participent à la prolifération des lymphocytes T 
régulateurs 155. Les lymphocytes T régulateurs sont définis par la co-expression des 
marqueurs CD4, CD25 et du facteur de transcription Foxp3. Les lymphocytes Treg 
inhibent l’activation, la prolifération et la sécrétion de cytokines des lymphocytes T 
environnants. Les Treg sont donc de puissants immunorégulateurs, à la fois capable de 
diminuer la réponse immunitaire dirigée contre les pathogènes, les greffes allogéniques ou 
encore le cancer. Le recrutement des lymphocytes Treg par les MSC ne dépend pas de 
leurs tissus d’origine, les MSC de tissus adipeux sont capables, non seulement, de 
recruter les lymphpocytes Treg in vivo comme les MSC issues du stroma medullaire. mais 
également de différencier ceux ci in vitro à partir de cellules mononucléaires de circulation 
sanguine 156.  
 
Les MSC présentent donc une multitude de propriétés anti-inflammatoires et immuno-
modulatrices. De nombreux groupes de recherche ont cherché à exploiter ces propriétés 
afin de traiter des troubles associés à l’inflammation chronique et/ou les dommages 
tissulaires comme les infarctus du myocarde 146,157, les ruptures de moelle épinière 158,159, 
le diabète 160, les fractures osseuses ou cartilagineuses 161 et enfin la maladie du greffon 
contre l’hôte 162. Encore une fois, ces propriétés immunomodulatrices ne sont pas 
exclusives aux MSC de moelle osseuse. En effet les MSC de tissus adipeux ont été utilisé 
dans des essais thérapeutiques ou xénogreffes pour le traitement de la maladie 
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inflammatoire des intestins, l’arthrite ou encore dans des modèles expérimentaux 
d’encéphalites auto-immunes 163-166. 
 
L’absence du CMH de classe II à la surface des MSC leur confère un privilège 
immunologique permettant leur greffe, qu’elle soit allo-génique ou xeno-génique. Cet 
immuno-privilège combiné à leurs propriétés anti-inflamatoires et immunosuppressives 
définissent les MSC comme un candidat sérieux pour les thérapies cellulaires anti-
inflammatoires 167.   
 
1.4.4 Recrutement des MSC au niveau du stroma tumoral ovarien. 
La composition cellulaire et moléculaire du stroma tumoral ovaire, ressemble de façon 
assez surprenante à un tissu chroniquement inflammé. L’augmentation de la sécrétion de 
métallo-protéinases (MMPs), de facteurs de croissance, et de cytokines pro inflammatoire 
façonne le stroma tumoral ovarien en blessure qui ne cicatrise jamais, « wound that never 
heals » 168. Ce contexte pro-inflammatoire, de façon similaire au processus de 
cicatrisation, provoque le recrutement de nombreux types cellulaires tels que cellules du 
système immunitaire, tissu conjonctif, et enfin des cellules souches mésenchymateuses. 
 
Le recrutement des cellules souches mésenchymateuses vers des tumeurs greffées chez 
le petit animal a été établi dans plusieurs modèles tels que le glioblastome, mélanome, 
sarcome de Kaposi, sarcome d’Ewing, ou encore les carcinomes coliques, du sein et enfin 
de l’ovaire 123,124,127,169-173. 
Les mécanismes moléculaires sous-jacents au recrutement des cellules souches 
mésenchymateuses au sein du stroma tumoral ovarien sont encore peu compris ou du 
moins peu décrits. Cependant, une des premières molécules récemment impliquée est 
l’acide lysophosphatidique ou LPA (LysoPhosphatidic Acid). L’acide lysophosphatidique 
(LPA) est un lipide biologiquement actif, présentant une activité de type facteur de 
croissance in vitro (stimulation de la prolifération, migration et invasion cellulaire) 174. 
L’implication du LPA dans le processus cancéreux émerge à l’heure actuelle de certaines 
études. Toutefois, son rôle est très mal défini. 
Le niveau de LPA est élevé dans les ascites de patientes atteintes d’adénocarcinomes 
ovariens de haut grade 175. Les cellules tumorales ovariennes de patientes de stade III ou 
VI produisent de façon élevée du LPA. Le LPA est capable d’induire la migration des 
cellules souches mésenchymateuses par un mécanisme dépendant de son récepteur, le 
LPAR, couple à une protéine G sensible à la toxine pertussique, en déclenchant une voie 
MAP kinase MEK/ERK conduisant à l’activation de Ras Homolog Familiy Gene, member A 
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(RhoA) et la formation de fibre de stress 175. Cette migration, recrutement des cellules 
souches mésenchymateuses au sein de tumeurs ovariennes semble être dépendante 
d’une isoforme du LPA : le LPA1 175 (Figure 9).  
 
Le peptide LL-37, aussi appelé cathelicidine, est une protéine antimicrobienne, 
principalement contenue dans les granules tertiaires des neutrophiles. Stocké sous forme 
inactive, il est libéré et activé par l’élastase et agit contre les bactéries Gram positives et 
négatives 176. Il peut opérer en synergie avec une autre protéine des granules spécifiques, 
la lactoferrine, qui possède également sa propre activité anti-microbienne 177. Le peptide 
LL37 est surexprimé dans nombre de cancers parmi lesquels on retrouve les cancers du 
sein, du poumon et enfin de l’ovaire 173. Il est un puissant chemo-attractant de cellules 
tumorales 173. De façon étonnante, la neutralisation du peptide LL37 lors d’une xénogreffe 
de cellules tumorales ovariennes chez la souris immunodéprimée réduit de façon très 
significative le recrutement des cellules souches mésenchymateuses au sein du stroma 
tumoral. Ce recrutement de MSC serait dépendant du récepteur FPRL1, Formyl peptide 
receptor-like 1 (Figure 9). Ce défaut de recrutement a pour effet une inhibition de la 
croissance tumorale ainsi qu’une diminution de la formation du réseau fibro-vasculaire 173. 
 
Il est donc évident que les cellules souches mésenchymateuses sont recrutées au niveau 
des tumeurs ovariennes au sein desquelles elles seraient capables de soutenir la 
progression tumorale. 
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1.4.5 Influence des MSC sur la progression tumorale ovarienne. 
La participation des cellules souches mésenchymateuses à la progression tumorale est 
une notion assez récente dans la littérature. Ce n’est qu’en 2007 qu’Antoine Karnoub du 
groupe de Robert Weinberg démontre que les MSC de moelle osseuse sont capables 
d’augmenter de façon significative le potentiel métastatique de lignées tumorales 
mammaires humaines, lorsque cette co-culture est injectée chez une souris 
immunodéprimée 127. Cette augmentation du potentiel métastatique des lignées tumorales 
mammaires humaines par les MSC de moelle osseuse s’explique par la sécrétion de novo 
par celles-ci d’une chimiokine pro-inflammatoire : CCL5 (Chemokine (C-C motif) ligand 5, 
aussi appelle RANTES, Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and 
Secreted). Le CCL5 agit de façon paracrine en augmentant la mobilité des cellules 
tumorales mammaires, et leur capacité à dégrader et envahir la matrice 
extracellulaire127,178. Cependant, cette capacité accrue à métastaser reste un phénomène 
réversible, entièrement dépendant du CCL5 secrété par les MSC. Ces résultats suggèrent 
que le microenvironnement tumoral est capable, d’une certaine manière, de faciliter la 
dissémination métastatique en élicitant des changements réversibles sur le phénotype des 
cellules tumorales mammaires127,178. 
Les changements induits par les cellules souches mésenchymateuses sur la biologie des 
tumeurs ovariennes sont encore peu décrits dans la littérature. On distinguera parmi les 
effets liés au MSC sur les tumeurs ovariennes les effets des cellules mésenchymateuses 
des effets du produit de leur différentiation. 
Les travaux de McLean et al 179, identifient et confirment la présence de cellules souches 
mésenchymateuses au sein du stroma tumoral ovarien. Ces MSC isolées à partir d’ascites 
présentent un phénotype conforme à la définition canonique des MSC : 
CD44+CD73+CD90+ 179. Ces MSC associées aux tumeurs de l’ovaire présentent des 
capacités de différentiation semblables au MSC isolées à partir de moelle osseuse ou de 
tissus adipeux, leur habilité à la différentiation chondrogénique, ostéoblastique, ou 
adipocytaire n’a pas été altérée par le contexte pro-inflammatoire du stroma tumoral 
ovarien 179.  Ces MSC associées aux tumeurs ovariens (CA-MSC, Carcinoma Associated 
Mesenchymal Stem Cells) sont capables de stimuler in vitro et in vivo la croissance 
tumorale. Même si les CA-MSC expriment les marqueurs typiques des MSC, McLean et 
al. révèlent que le profil d’expression transcriptomique est distinct des cellules souches 
mésenchymateuses d’individus sains. Les CA-MSC surexpriment les membres de la 
famille de Bone Morphogenetic Protein, et plus particulièrement les BMP2, BMP4 et 
BMP6. Cette surexpression de BMP, et notamment de BMP2, par les CA-MSC leur 
permet entre autre d’augmenter le nombre de cellules souches tumorales ovariennes 
Rôle des MSC : progression tumorale et résistances aux thérapies 51 
définies par le triple marquage CD133+CD73-ALDH+ (ALdehyde DesHydrogenase) 179. 
L’inhibition de la signalisation induite par BMP2 suffit à enrayer l’effet des CA-MSC sur la 
croissance tumorale et l’augmentation du pool des cellules souches tumorales 
ovariennes179 (Figure 9). 
 
Les MSC sous l’effet du peptide LL37 secrété par les cellules tumorales augmentent leur 
production de cytokines pro-inflammatoire et pro-angiogéniques 173. Ainsi, l’IL10 
(Interleukin 10) et le CCL5 contribuent à augmenter la prolifération et la dissémination des 
cellules tumorales ovariennes in vivo, alors que l’IL6 et le VEGF, stimulent la prolifération 
et le recrutement des cellules endothéliales 173 (Figure 9). Ces deux phénomènes 
conjoints expliquent l’effet pro-tumoral des cellules souches mésenchymateuses 
associées aux tumeurs ovariennes. 
On distingue parmi les effets liés au MSC sur les tumeurs ovariennes, les effets des 
cellules mésenchymateuses des effets du produit de leur différentiation. En effet, lors de 
leur recrutement au niveau du microenvironnement tumoral ovarien, les MSC 
(principalement les MSC de tissus adipeux) se différencient en myo-fibroblastes. Cette 
différenciation myo-fibroblastique semble être dirigée par le LPA 180 (Figure 9).  La 
différenciation des MSC en myo-fibroblaste déclenche une boucle paracrine de TGFbeta1 
ayant pour conséquence une augmentation de la sécrétion de CXCL12 180, chimiokine 
pro-inflammatoire impliquée dans la migration, l’invasion et la prolifération des cellules 
tumorales ovariennes 181-184 (Figure 9). 
Ces myo-fibroblastes contribuent aussi à la progression tumorale (migration, invasion, 
prolifération) via la sécrétion de facteurs de croissance tels que l’EGF (Epidermal Growth 
Factor), l ‘HGF (Hepatocyte Growth Factor) ; et la neo-angiogenèse tumorale par la 
sécrétion d’IL6 et de VEGF 185 . 
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Les MSC, qu’elles proviennent du tissus adipeux, de la moelle osseuse ou d’une autre 
niche, parviennent à soutenir le développement des adénocarcinomes ovariens, que ce 
soit à travers des effets directs sur la tumeur, tels que l’augmentation du pool de cellules 
souches tumorales, l’induction de prolifération, ou encore l’augmentation du potentiel 
invasif des cellules tumorales 180,185. Nous avons voulu à travers ce travail, identifier le 
possible rôle des cellules du microenvironnement péritonéales dans les mécanismes à 
l’initiative des rechutes. La rechute clinique est la résultante d’au moins deux phénomènes 
conjoints : la capacité de la niche (ici les MSC) de soutenir une croissance tumorale, et 
celle de pourvoir un microenvironnement, un abri aux chimiothérapies anticancéreuses. 
  
 
 
 
Figure 9: Recrutement des MSC au stroma tumoral ovarien, rôle sur la 
progression des adénocarcinomes. 
 
Les cellules en bleu représentent les cellules tumorales ovariennes. Les cellules en 
vert représentent les cellules souches mésenchymateuses, et enfin les cellules 
rouges représentent les fibroblastes issus de la différenciation des MSC. 
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1.4.6 Rôle des MSC sur l’émergence de résistances aux 
chimiothérapies. 
La prise en charge thérapeutique des adénocarcinomes ovariens séreux comprend un 
geste chirurgical suivi d’une chimiothérapie de six cycles minimum à base de Carboplatine 
et de Paclitaxel 1 ou dans certains cas, en accord avec le comité de décision 
pluridisciplinaire, d’une chimiothérapie hyperthermique intra-péritonéale (CHIP) 1. Dans 
cette partie, nous développerons les causes de résistances des adénocarcinomes 
ovariens séreux aux sels de platines, aux taxanes ainsi qu’à l’hyperthermie, liées à la 
présence des MSC au sein du microenvironnement tumoral. 
La chimiorésistance induite par le microenvironnement tumoral ovarien est une notion 
assez nouvelle et peu décrite.  
 
Il existe à ce jour peu de références traitant de l’implication des MSC associés aux 
cancers de l’ovaire dans les phénomènes de résistances aux sels de platines ou aux 
taxanes. Récemment, le groupe de Emile E. Voest, a démontré que les MSC lorsqu’elles 
sont exposées à une thérapie à base de sels de platines, sont capables de relarguer des 
acides gras poly-insaturés tels que l’acide 12-oxo-5,8,10-heptadecatrienoic (KHT) ou 
l’acide hexadeca-4,7,10,13-tetraenoic 186. Ces acides gras relargués de façon dépendante 
de la protéine COX1 ou TSAX,  sont capables d’exercer une protection pour les cellules 
tumorales, dans un contexte de xénogreffe, contre de nombreux agents chimio-
thérapeutiques 186. 
 
Cependant, concernant l’hyperthermie, les travaux de Cho et al. et de Park et al. 
démontrent que le milieu conditionné de cellules souches mésenchymateuses 
préalablement exposées à un choc hyperthermique exerce un effet cytotoxique sur les 
cellules tumorales ovariennes 187,188. 
 
Les mécanismes à l’origine d’une éventuelle chimiorésistance liée au microenvironnement 
et plus particulièrement à la présence de cellules souches mésenchymateuses feront donc 
l’objet de ce travail de thèse. 
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1.4.7 Démarche de recherche sur les MSC. 
Les MSC constituent un élément clé du microenvironnement tumoral. Capables de 
détourner les éléments du système immunitaire, de déclencher des signalisations pro-
inflammatoires et de soutenir la progression tumorale, les voies de signalisation induites 
par celles-ci au contact des cellules tumorales ovariennes sont encore peu comprises. Le 
premier objectif de ce travail thèse sera de décrire de façon exhaustive, par étude 
transcriptomique, les voies de signalisation déclenchées au niveau des cellules tumorales 
ovariennes par les cellules souches mésenchymateuses. Ces voies de signalisation feront 
l’objet de validation fonctionnelle in vitro. 
Le second objectif de ce travail de thèse sera d’élucider un mécanisme de résistance à 
l’hyperthermie. Nous étudierons plus particulièrement le rôle de la chimiokine CXCL12 
secrétée par les cellules souches mésenchymateuses sur la survie des cellules tumorales 
ovariennes exposées à un choc hyperthermique. 
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1.5 Participation des cellules endothéliales aux résistances des 
adénocarcinomes ovariens : rôle de la voie Jagged1/Notch3. 
 
1.5.1 Généralités. 
L’angiogenése, processus par lequel des vaisseaux sanguins sont créés de novo à partir 
de cellules endothéliales préexistantes, joue un rôle crucial au niveau de l’initiation 
tumorale, la dormance, la progression et la dissémination métastatique. Il a été suggéré 
dans la littérature que l’utilisation des molécules anti-angiogénique pourrait enrayer la 
capacité des cellules tumorales à accéder aux nutriments et oxygène nécessaires à leur 
survie et prolifération, en inhibant l’émergence et l’assemblage d’une vasculature tumorale 
anormale 18,189-193 (Figure 9). Ceci pouvant entraîner une régression ou un arrêt de la 
croissance tumorale de façon dépendante de la molécule anti-angiogénique utilisée.  En 
corroboration avec l’hypothèse énoncée, de nombreuses molécules anti-angiogéniques 
ont donné d’excellents résultats en bloquant  l’invasion et la progression tumorale chez la 
souris 18,189-193. 
 
 
Figure 10: Participation des cellules endothéliales au stroma tumoral 
Les cellules endothéliales sont recrutées au stroma tumoral via la néo-angiogenèse 
tumorale. Ce phénomène aboutit à la génération de vaisseaux plutôt immatures, 
perméables et dilatés. 
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Malgré l’efficacité réelle de certains agents anti-angiogéniques pour améliorer le pronostic 
de souris réceptrices d’une xénogreffe,  les résultats des essais cliniques testant ces 
mêmes molécules n’ont pu à ce jour démontrer un vrai gain de survie chez les patients 
traités par thérapie anti-angiogénique. En effet, lorsque celles-ci sont administrées chez 
les patients atteints de tumeurs solides de hauts stades en combinaison avec une 
chimiothérapie classique, le bénéfice sur la survie globale n’est que de quelques mois 18.  
 
Paradoxalement, dans certains modèles murins, l’inhibition de la néo-angiogenèse 
tumorale aboutit, via la création d’un environnement hypoxique ou l’activation de 
signalisations pro-angiogéniques alternatives, à l’augmentation de l’agressivité des 
cellules tumorales194,195. Ces données suggèrent que les cellules endothéliales supportent 
la croissance tumorale en dehors de leur fonction vasculogénique196. C’est à dire que leur 
rôle n’est pas restreint a la formation d’un conduit capable de délivrer nutriments, et 
oxygène au tissus tumoral.  
Il serait donc concevable que les cellules endothéliales soient capables d’exprimer et de 
secréter un set de facteurs, permettant de réguler directement la croissance et la 
progression tumorale, de façon indépendante du contexte de perfusion. Il a été démontré 
que lors du développement embryonnaire les cellules endothéliales sont capables de 
diriger les phénomènes d’organogenèse et plus particulièrement l’organogenèse 
hépatique, et ce même en l’absence de vasculogénèse et de perfusion sanguine 197-199. 
Ces données démontrent que les cellules endothéliales peuvent exprimer et  produire des 
facteurs de croissance capables de diriger l’organogenèse, facteurs pouvant 
potentiellement promouvoir la croissance et la progression tumorale 197-199. 
Ainsi, un des mécanismes alternatifs grâce auquel les cellules endothéliales régulent la 
croissance et la progression tumorale serait la production de facteurs paracrines que nous 
appellerons les facteurs angiocrines 200. 
  
1.5.2 Les facteurs angiocrines. 
Les facteurs angiocrines comprennent les facteurs de croissance ou cytokines secrétés 
par les cellules endothéliales ainsi que les protéines d’adhésion exprimées à leur 
membrane (Table 4). Parmi les molécules d’adhésion pouvant réguler la croissance 
tumorale on peut trouver ICAM1 (InterCellular Adhesion Molecule 1), VCAM1 (Vascular 
Cell Adhesion Molecule 1), E-selectin, P-selectin et l’acide hyaluronique. Les cytokines 
comprises parmis les facteurs angiocrines sont l’IL8, le MCP1 (monocyte chemotactic 
protein 1) aussi connue sous le nom de CCL2 (Chemokine ligand 2) et le CXCL12 entre 
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autres. Les facteurs angiocrines pourraient accélérer la réparation tissulaire  après un 
traitement à base de molécule anti-angiogénique ou une chimiothérapie. En effet, un 
nombre croissant de données précliniques suggèrent que les cellules endothéliales ne 
sont pas seulement des conduits passifs non trombogéniques pour la circulation sanguine 
mais ont le potentiel de produire des facteurs angiocrines capables d’accroitre l’agressivité 
des tumeurs 201-203. 
Les cellules endothéliales établissent donc une niche vasculaire à partir de laquelle elles 
secrètent ou expriment des facteurs membranaires ou secrétés, déposent des 
composants de la matrice extracellulaire afin de générer un microenvironnement unique 
capable de moduler la progression tumorale, l’invasion tumorale ou encore la capacité à 
métastaser. 
 
Comme les facteurs 
angiocrines modulent la 
prolifération et l’auto-
renouvellement de 
cellules souches et pro-
génitrice (au niveau 
hépatique et 
hématopoïétique) 204-
206 ; il est concevable 
que ces mêmes facteurs 
angiocrines soient 
capables de moduler la 
prolifération des cellules 
souches tumorales ou 
initiatrice de tumeurs 207. 
Même si la signification 
physiologique ainsi que 
l’existence des cellules 
souches tumorales n’ont 
pas encore été 
clairement démontrées 207 et que leur proportion peut varier grandement d’une tumeur à 
une autre 208,209, il reste concevable que ces mêmes facteurs angiocrines soient impliqués 
dans l’homéostasie des cellules souches tumorales.  
 
Tableau 4 : Les facteurs angiocrines produits par la 
niche vasculaire. 
Tableau adapté de Butler, J.M., Kobayashi, H. & Rafii, S. 
Instructive role of the vascular niche in promoting tumour 
growth and tissue repair by angiocrine factors. Nat Rev 
Cancer 10, 138-146 (2010). 
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Ici, nous voulons mettre en avant l’idée que les cellules endothéliales qui composent la 
surface des petites artères et veinules, sont capables d’entretenir la croissance tumorale 
de façon indépendante de la perfusion sanguine grâce à la production de facteurs 
angiocrines. Cependant quels sont les facteurs angiocrines sur-exprimés par les cellules 
endothéliales au contact des tumeurs ?  
 
1.5.3 Cellules endothéliales associée aux tumeurs : activation 
chronique d’AKT. 
 
Le développement et la maturation des vaisseaux sanguins résultent d’une coopération, 
d’une balance complexe entre les signaux pro-angiogéniques et anti-angiogéniques. Le 
déséquilibre dans cette balance de signaux pro et anti pourrait être à la base de la 
formation de vaisseaux sanguins « pathologiques », comme ceux retrouvés au sein des 
tumeurs 210. Les vaisseaux sanguins associés aux tumeurs sont à la fois perturbés au 
niveau de leur structure et de leur fonction. Bien qu’hétérogènes, on note que les 
vaisseaux sanguins associés aux tumeurs possèdent un plus gros diamètre et sont plus 
tortueux que les vaisseaux sanguins du tissu sain. De plus, pour un vaisseau de même 
taille, le vaisseau associé à la tumeur sera beaucoup moins investi par les pérycites, et 
présentera un déficit dans la composition de sa membrane basale comparé aux vaisseaux 
du tissus sain 191,196,211,212. Les vaisseaux sanguins tumoraux sont aussi hyperperméables 
aux macromolécules circulantes, cette hyperperméabilité est en partie due à la 
surproduction du facteur de perméabilité vasculaire, VPF (Vascular Permeability Factor) et 
du VEGF-A. En résulte l’extravasation de fluide plasmatique et de protéines 213,214 (Figure 
11) . Il existe plusieurs signalisations par lesquelles les macromolécules ou autres fluides 
plasmatiques traversent l’endothélium vasculaire, parmi lesquelles on distinguera les 
jonctions intercellulaires, les fenêtres, les pores trans-endotheliaux ou encore les 
organelles vesiculo-vacuolaires 215-218 . Le VEGF-A est un des facteurs de croissance 
majeur dans les processus de néo-angiogenèse tumorale, son expression n’est pas 
seulement régulée par l’état hypoxique du stroma tumoral, mais aussi par certains 
oncogènes et suppresseurs de tumeurs 219-223. La surproduction de VEGF-A par les 
cellules tumorales entraîne la formation de vaisseaux sanguins de tailles exagérées, 
tortueux, perméable, dont la survie est sous la dépendance de ce VEGF-A 224 (Figure 11). 
Dans certaines tumeurs, les vaisseaux sanguins peuvent présenter une certaine 
résistance au sevrage de VEGF-A lorsqu’ils sont associés à des perycites ou des muscles 
moux 225. Enfin la sur-expression de VEGF-A est capable à elle seule de produire des 
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vaisseaux de tailles exagérées, tortueux et perméables, semblables aux vaisseaux 
associés aux tumeurs, et ce dans le tissu sain en l’absence de tumeurs 217,226,227.  
La signalisation PI3K/Akt est une des cibles en aval du VEGF-A, elle promeut, entre 
autres, la survie des cellules endothéliales 228-231. Il est démontré dans la littérature que la 
phosphorylation de l’isoforme 1 de la protéine AKT est requise pour induire une 
angiogenèse pathologique dans un modèle murin d’ischémie du membre postérieur et ce 
en réponse à une perméabilité accrue dépendante du VEGF-A 232.  
 
 
Figure 11: Les cellules endothéliales associées aux tumeurs phosphoryle la 
protéine AKT. 
 
L’activation de la signalisation PI3K, à la suite d’une stimulation par des facteurs de 
croissance, ou de la perception de la matrice extracellulaire via les intégrines, aboutit à 
la phosphorylation de la protéine AKT. L’activation de la protéine AKT conduit à 
l’assemblage du complexe mTORC1, composée de la protéine G$L et raptor. 
L’assemblage et l’activation de mTORC1 induisent une augmentation globale de la 
traduction des ARN messagers, et notamment une augmentation de la traduction du 
transcrit du VEGF.  
 
Le VEGF ainsi secrété par les cellules tumorales va se lier à son récepteur le VEGFR 
présent à la surface des cellules endothéliales. La signalisation en aval du récepteur au 
VEGF comprend la voie de transduction PI3K/AKT. L’activation de la protéine AKT fait 
donc suite à une stimulation du VEGFR par son ligand. Cette activation d’AKT, puis de 
mTORC1, conduit à une augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales, leur 
activation et enfin à la néo-angiogenèse tumorale. 
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Thuy L. Phung et al observent que les vaisseaux associés aux tumeurs présentent une 
phosphorylation chronique et tonique de la protéine AKT1. Afin d’étudier les 
conséquences fonctionnelles de cette phosphorylation, ils créent un modèle transgénique 
murin dans lequel la forme myristoylée et constitutivement active d’AKT1 est inductible 
spécifiquement dans les vaisseaux sanguins (myrAkt1 est placée sous le contrôle d’un 
promoteur vasculaire spécifique : VE-Cadherin) 233. La phosphorylation d’AKT1 au niveau 
vasculaire réussit à résumer à elle seule les propriétés d’un endothélium associé aux 
tumeurs. En effet, lorsque myrAkt1, est induite les vaisseaux sanguins s’élargissent et 
deviennent hyperperméables 233,234. Les vaisseaux présentant la forme activée de la 
protéine AKT1 récapitulent donc l’intégralité des anormalités fonctionnelles et structurales 
des vaisseaux induits lors d’un processus de néo-angiogénèse tumorale associé au 
VEGF-A (Figure 11). 
 
Puisque nous voulons mettre en avant l’idée que les cellules endothéliales sont capables 
d’entretenir la croissance tumorale de façon indépendante de la perfusion sanguine grâce 
à la production de facteurs angiocrines, il est impératif d’étudier l’expression de ces 
facteurs angiocrines dans un modèle qui imite les vaisseaux associés aux tumeurs ; c’est 
à dire utiliser des cellules endothéliales présentant une phosphorylation chronique et 
tonique de la protéine AKT1. 
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1.5.4 Un modèle de niche vasculaire tumorale : rôle du gène 
l’adénovirus E4ORF1. 
   
1.5.4.1 Généralités. 
Les cellules endothéliales n’ont pas pour seul but de former des vaisseaux pour délivrer 
oxygène et nutriments, elles peuvent aussi servir de niche permissive à la progression 
tumorale 235. Par exemple, les cellules endothéliales promeuvent la croissance des 
cellules leucémiques 236 ou glioblastomateuses 237. Cependant, la difficulté à cultiver des 
cellules endothéliales primaires (primary Endothelial Cell, PEC) de bonne qualité à long 
terme a longtemps ralenti les progrès de la recherche sur les mécanismes moléculaires 
sous-jacents à l’interaction entre les PEC et les cellules tumorales. La maintenance de 
PEC en culture nécessite un milieu dédié enrichi en nombreux facteurs de croissance, 
comme du sérum 238, des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF-A, le FGF2, l’EGF, 
l’IGF etc 239-241. De façon assez remarquable, un sevrage de quelques heures des PEC de 
ces facteurs de croissance suffit à provoquer une mort cellulaire programmée très 
rapide201. Ainsi, l’utilisation de PEC comme cellules « feeder », nourricières, doit être 
entreprise en présence de ces milieux de culture dédiés aux cellules endothéliales. Ces 
milieux enrichis en facteurs de croissance vont influencer de façon dramatique la 
physiologie des cellules tumorales co-cultivées avec les PEC. Cette utilisation de facteurs 
de croissance supplémentaires induit donc un biais dans les études de l’effet la niche 
vasculaire sur les cellules tumorales. 
 
Afin de contourner les obstacles propres à la culture des PEC, certains groupes ont 
immortalisé les PEC en utilisant la transcriptase inverse de la télomérase (human 
Telolmerase Reverse Transcriptase, hTERT), l’antigène grand T du virus simien 40 ou 
encore l’antigène moyen T des polyomavirus 242,243. Cependant, l’activation des signaux 
de prolifération liée à l’immortalisation (phosphorylation de MAPK) entraine la génération 
de cellules endothéliales atypiques : dépendantes de la présence de sérum ou encore 
présentant des caractéristiques de cellules transformées 242,243. De plus, du fait de leur 
métabolisme important (lié à l’activation tonique des signaux de prolifération) 244 les PEC 
immortalisées consomment la majorité des nutriments et facteurs de croissance présents 
dans le milieu de culture, rendant leur co-culture avec des cellules tumorales primaires 
assez délicate. 
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Ainsi pour modéliser la niche vasculaire tumorale, on se doit de contourner deux obstacles 
: (i) la dépendance des PEC aux divers facteurs pro-angiogéniques,(ii) obtenir l’activation 
de la protéine Akt1 sans pour autant activer les voies de prolifération dont l’activation se 
fait au détriment de la fonction des cellules endothéliales. 
 
1.5.4.2 Le gène E4ORF1 de l’adénovirus. 
Le laboratoire de Shahin Rafii a réussi à identifier un gène capable de supporter la 
croissance à long terme des PEC. Le gène de l’adénovirus 36 E4ORF1 (Early gene 4 
Open Reading Frame), lorsqu’il est introduit dans les cellules endothéliales (E4ORF1-
PEC), permet  de maintenir à long terme les capacités angiogéniques des cellules 
endothéliales, sans pour autant induire les modifications délétères liées au processus de 
transformation cellulaire. Le répertoire angiogénique des E4ORF1-PEC est similaire à 
celui des PEC fraichement isolées 201. Ainsi les E4ORF1-PEC pourraient nous fournir une 
plateforme intéressante pour étudier le rôle de la niche vasculaire. 
Les adénovirus possèdent un set de gènes précoces qui codent pour des protéines 
associées à l’évasion au système immunitaire, la réplication virale et le détournement de 
la machine cellulaire de la cellule hôte ; ils possèdent aussi un set de gènes dits tardifs 
codant pour des protéines structurales. Le gène E4ORF1 est transcrit sur le premier cadre 
ouvert de lecture du gène précoce 4 l’adénovirus 36, le produit de ce transcrit est une 
protéine de 125 acides aminées (15 kDA). Cette protéine est assez homologue à la 
deoxyuridine triphosphatase (dUTPase) ancestrale humaine, elle possède un motif de 
liaison au domaine PDZ (Post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large 
tumor suppressor  1 (Dlg1), and Zonula Occludens-1 protein (ZO-1)) appelle PBM (PDZ 
binding motif) qui lui permet d’interagir avec des protéines présentant un domaine PDZ. La 
protéine E4ORF1 se lie via son domaine PBM à la protéine Dlg1 245, ce complexe est 
alors transloqué à la membrane plasmique où il active la protéine PI3K de façon 
dépendante de Ras dans le cas de la protéine E4ORF1 de l’adénovirus 4, mais de façon 
indépendante de Ras dans les cas de l’adénovirus 36 245-247. La protéine E4ORF1, et ce, 
de façon assez surprenante, lorsqu’elle est introduite dans des cellules humaines affecte 
plutôt la survie cellulaire plutôt que leur prolifération 248,249. 
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Figure 12: Presentation du modèle PEC-E4ORF1. 
La transduction de PEC par le transgène E4ORF1, rend possible la culture de PEC 
dans un milieu de culture sans sérum, sans facteurs de croissance ou de cytokines 
(photos en haut à gauche, graphique). La culture sans sérum sans cytokines est 
permise par la phosphorylation d’AKT (western blot central). Ainsi l’effet du transgène 
E4ORF1 peut être inhibé par des inhibiteurs de la voie PI3K-AKT-mTOR-NF"B 
(graphique panel central). Les PEC-E4OF1 maintiennent un potentiel angiogénique, 
comme le démontre la génération de lésions hémogénique suite à leur greffe chez le 
petit animal (Photo A,B, immunohistochimie C,D [gauche])  et génèrent une niche 
vasculaire mature (immunofluorescence + marquage lectine A-D [droite]) 
 
Figures adaptées de Seandel, M. et al. Generation of a functional and durable vascular 
niche by the adenoviral E4ORF1 gene. Proceedings of the National Academy of 
Sciences 105, 19288-19293 (2008). 
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L’insertion du gène E4ORF1 dans les PEC, accroît leur survie permettant leur culture dans 
un milieu sans cytokines ou facteur croissance et sans ajout de sérum. L’expression de 
cette protéine adénovirale ne provoque pas une prolifération aberrante des cellules 
endothéliales primaires 201. De plus, l’insertion de ce complexe adénovirale ne modifie pas 
les propriétés angiogéniques des cellules endothéliales, en modulant leur capacité 
migratoire et leur survie in vitro ni leur in vivo 250 (Figure 12).  
 
L’effet pro-survie d’E4ORF1 sur les cellules endothéliales s’explique par l’activation de la 
voie PI3K-Akt1-mTOR et la nucléarisation de facteur de transcription NF-κB (Nuclear 
Factor Kappa B), par une diminution de l’activité caspase 3 lorsque les E4ORF1-PEC sont 
cultivées sans sérum sans cytokine, sans pour autant activer la signalisation MAPK, 
conservant ainsi la cellule endothéliale quiescente 201,205,251. Ainsi la génération E4ORF1-
PEC nous permet de contourner les deux obstacles majeurs à l’étude de la niche 
vasculaire tumorale. Elle nous permet de pouvoir co-cultiver l’endothélium et les cellules 
tumorales en l’absence de sérum ou autre cytokine, nous autorisant ainsi à questionner 
l’effet de la niche vasculaire. Enfin, l’utilisation de cellules endothéliales présentant une 
phosphorylation chronique et tonique de la protéine Akt1 sans pour autant activer des 
voies pro-prolifératives nous permet d’utiliser un modèle plus proche de la physiologie des 
cellules endothéliales associées aux tumeurs (Figure 12). 
 
Le modèle E4ORF1-PEC nous offre un accès aux facteurs angiocrines régulés par la 
protéine AKT1 activée, mimant un endothélium associé aux tumeurs. Les récents travaux 
d’Hideki Kobayashi et al. démontrent qu’il existe un set spécifique de gènes surexprimés 
ou inhibés par la phosphorylation d’Akt1 dans les cellules endothéliales 204.  Parmi les 
gènes surexprimés sous l’effet de la forme phosphoryle d’Akt1, on note la présence de la 
quasi intégralité de la famille des ligands de Notch (Jagged1, Jagged2, DLL1, DLL4). 
 
Une des questions qui s’est posée lors de ce travail de thèse a été de comprendre le rôle 
de ligands de Notch exprimés par les cellules endothéliales associées aux tumeurs 
(représentées par le modèle E4ORF1-PEC) sur la résistance des cellules tumorales aux 
chimiothérapies à base de sels de platines et de taxanes. 
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1.5.5 Role de la voie Notch dans les cancers de l’ovaire. 
1.5.5.1 Généralités sur la voie Notch. 
La signalisation Notch est une signalisation conservée au cours de l’évolution. Elle est 
composée par deux grandes familles de ligands, Delta et Jagged, de récepteurs Notch, un 
de facteurs de transcription tels que CSL (CBF1/RBP-J"/Suppressor of Hairless/LAG-1) 
252. La famille des récepteurs Notch chez les mammifères est composée de quatre 
récepteurs Notch 1, 2, 3 et 4 et de cinq ligands, Jagged-1, Jagged-2, Delta-like-1 (DLL1), 
Delta-like-3 (DLL3) et Delta-like 4 (DLL4) 252. 
La signalisation Notch est initiée par une interaction entre un récepteur et son ligand. 
Celle-ci déclenche une série de clivages protéolytiques qui aboutit à la libération du 
domaine intracellulaire de Notch (NICD, Notch Intracellular Cytoplasmic Domain) dans le 
cytoplasme. Le NICD est nucléarisé pour s’associer à la protéine CSL et convertit celle-ci 
en activateur de la transcription des gènes cibles de Notch (figure 13) 252. 
 
 
Figure 13: Généralités sur la voie Notch. 
(gauche), Les différents récepteurs et ligands de la famille Notch. Ce schéma 
représente linéairement la structure des protéines, ainsi que les différents domaines 
rencontrés. (droite) Signalisation canonique de la voie Notch, lorsqu’un des récepteurs 
est engagé par son ligand. 
 
Figures adaptées de Kopan, R. & Ilagan, M.X. The canonical Notch signaling pathway: 
unfolding the activation mechanism. Cell 137, 216-33 (2009). 
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1.5.5.2 Le gène Notch3 est amplifié dans les cancers de l’ovaire. 
L’amplification de gènes est un processus commun au cours de la tumorigenèse. Les 
travaux de Joon T Park et al. et Kentaro Nakayama et al. démontrent qu’il existe, chez 
20% des patientes atteintes d’adénocarcinomes ovariens séreux de haut grade, un 
amplicon sur le chromosome 19 en 19p13.12 253-255. Cet amplicon comprend 34 gènes 
codant pour des protéines, parmi lesquels Joon T Park et al. et Kentaro Nakayama et al. 
identifient le gène Notch3 254,255 (Figure 14). L’amplification du gène Notch3, chez ces 
patientes, correspond à une surexpression de la protéine à la membrane des cellules 
tumorales ovariennes. Cette amplification de la signalisation Notch3 a été récemment 
validée par le TCGA, leur étude démontre que dans 22% des cas, cette signalisation est 
altérée et le gène Notch3 est amplifié dans 11 % des cas 37. 
 
 
Figure 14: Amplification du gène Notch3 dans les adénocarcinomes séreux 
ovariens. 
 
A. Analyse des SNP sur SNP array. On peut distinguer plusieurs amplicons sur le 
chromosome 19, incluant notamment des amplicons au niveau des gènes de la cyclines 
E1 et de AKT2, et  un amplicon non décrit à ce jour en position chr19p13.12. 
L’augmentation du nombre de copie est représentée par un gradient de blanc (pas de 
copie) à rouge (plus de 5 copies). Chaque colonne représente un échantillon tumoral ou 
de tissu sain différent. B. qRTPCR validant sur 6 tumeurs l’amplicon observé en 
chr19p13.12 sur le SNP array. C. Comparaison du nombre de  copies sur le 
chromosome 19 par étude  des SNP et karyotype digital. Sur la gauche, un échantillon 
tumoral présentant un amplicon sur chr19p13.12 ; sur la droite un échantillon tumoral 
contrôle. L’étude des SNP corrèle avec les altérations présentes sur le karyotype digital. 
D. Analyse par qRT-PCR de l’expression du transcrit Notch3, on note que son 
expression est augmentée dans les adénocarcinomes de haut grade par rapport au 
tissu sain qui ne l’exprime pas.  E. Analyse par FISH montrant que des régions géniques 
amplifiées corrélant avec l’accumulation du transcrit décrit en D., la tumeur de gauche 
est une tumeur contrôle ne présentant pas d’amplicon en chr19p13.12. 
 
 
Figures adaptées de Park, J.T. et al. Notch3 Gene Amplification in Ovarian Cancer. 
Cancer Research 66, 6312-6318 (2006). 
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Ces données suggèrent que le gène Notch3 est sélectionné lors du processus de 
tumorigenèse ovarienne, et doit présenter une fonction essentielle pour sa progression.  
L’inactivation du gène Notch3, par des ARN interférant, dans les lignées ovariennes qui 
présentent l’amplification conduit à un arrêt de la prolifération puis à une induction de la 
mort cellulaire programmée 255.  
 
1.5.5.3 Fonction de la signalisation Notch3 dans les cancers de l’ovaire. 
Le récepteur Notch3 est donc un gène amplifié dans les adénocarcinomes séreux de haut 
grade. Notch3 régule l’adhésion des cellules tumorales ovariennes aux cellules 
mésothéliales exprimant un de ses ligands Jagged1 256. L’adhérence des cellules 
tumorales ovariennes sur un tapis de « feeder » mesothéliaux augmente leur prolifération 
256. L’inhibition de l’expression de Jagged1 sur les cellules mésothéliales ou des cellules 
tumorales ovariennes est nécessaire et suffisante pour inhiber à la fois les mécanismes 
d’adhérence cellules-cellules et l’induction de la prolifération tumorale 256. Les travaux de 
Choi et al. démontrent que Jagged 1 est le ligand de Notch le plus exprimé par les cellules 
mesothéliales ainsi que par les cellules tumorales ovariennes 256. L’expression de Jagged 
1  à la surface des cellules tumorales ovariennes est positivement régulée par Notch 3 257. 
Ainsi il existe dans les adénocarcinomes ovariens une boucle juxtacrine Jagged1/Notch3 
régulant l’adhésion des cellules tumorales ovariennes aux cellules mésothéliales. Le but 
de ce travail de thèse étant d’étudier le rôle du microenvironnement dans l’émergence des 
résistances aux chimiothérapies, le couple Jagged1/Notch3 semble constituer un candidat 
sérieux dans le cadre de ce travail. 
 
1.5.5.4 Implication du gène Notch3 dans les résistances aux thérapies. 
Les travaux de Sang Jung et al. et de Joon Tae Park et al. démontrent que l’expression de 
Notch3 par les adénocarcinomes ovariens séreux de haut grade constitue un facteur 
prédictif de la réponse à la chimiothérapie à base de sels de platines, ainsi qu’un facteur 
pronostique de la rechute 258,259. Sang Jung et al. sur une série de 175 tumeurs étudient 
l’expression du transcrit de Notch3 par qPCR ainsi que celle de la protéine par immuno-
histochimie (IHC) 258. Ils confirment tout d’abord que Notch3 est un gène sélectionné par 
la tumorigenèse ovarienne. Ainsi, son expression est en moyenne dix-sept fois plus 
importante que dans le tissu sain ou la tumeur bénigne 258. Que ce soit dans la série de 
Sang Jung et al. ou de Joon Tae Park et al. l’expression de Notch3 corrèle positivement 
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avec les stades avancés des adénocarcinomes ovariens, l’envahissement des ganglions 
lombo-aortiques, et aussi avec l’envahissement péritonéal 258,259. 
De façon intéressante l’expression de Notch3 chez les patientes permet de définir un 
groupe de patientes de mauvais pronostic, aussi bien au niveau de la survie sans récidive 
que de la survie globale, suggérant que le récepteur Notch3 est impliqué dans les 
mécanismes de chimiorésistance 258,259 (Figure15). Ces données cliniques viennent 
conforter certaines données obtenues in vitro où l’expression ectopique de Notch3 dans 
des lignées tumorales ovariennes permet d’augmenter de façon significative la 
concentration inhibitrice 50 (CI50) 259. De la même façon, l’inhibition de l’expression par 
ARN interferant de Notch3 est suffisante pour restaurer une sensibilité accrue au 
carboplatine 258,259. 
 
 
 
Figure 15 : L’expression de Notch3 est de mauvais pronostic dans les 
adénocarcinomes ovariens séreux. 
A. Courbe de Kaplan-Meier montrant une association entre l’expression de l’ARNm 
Notch3 et la survie globale sur 42 patientes en rechute après leurs chimiothérapies. Les 
patientes ayant un fort taux de transcrit Notch3 présentent une médiane de survie 
globale de 22 mois comparée au 37 chez les patientes ayant une faible expression de 
Notch3 (p = 0.002) B. Courbe de Kaplan-Meier montrant une association entre 
l’expression de l’ARNm Notch3 et la survie sans progression sur 42 patientes en 
rechutes post-chimiothérapies. Les patientes ayant un fort taux de transcrit Notch3 
présentent une médiane de survie sans progression de 3 mois comparée aux 8 mois 
chez les patientes ayant une faible expression de Notch3 (p = 0.002 
 
Figures adaptées de Park, J.T. et al. Notch3 overexpression is related to the recurrence 
of ovarian cancer and confers resistance to carboplatin. Am J Pathol 177, 1087-94 
(2010).  
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1.5.6 Démarche de recherche sur les cellules endothéliales. 
Puisque nous voulons mettre en avant l’idée que les cellules endothéliales sont capables 
d’entretenir la croissance tumorale de façon indépendante de la perfusion sanguine grâce 
à la production de facteurs angiocrines, il est impératif d’étudier l’expression de ces 
facteurs angiocrines dans un modèle qui imite les vaisseaux associés aux tumeurs, c’est à 
dire d’utiliser des cellules endothéliales présentant une phosphorylation chronique et 
tonique de la protéine AKT1. 
Nous avons modélisé la niche tumorale vasculaire en utilisant le modèle E4ORF1-PEC qui 
nous permet de contourner deux obstacles techniques : (i) la dépendance des PEC aux 
divers facteurs pro-angiogéniques, (ii) obtenir l’activation de la protéine AKT1 sans pour 
autant activer les voies de prolifération dont l’activation se fait au détriment de la fonction 
des cellules endothéliales. 
La phosphorylation d’AKT1 dans les E4ORF1-PEC aboutit à la surexpression de facteur 
angiocrines, parmi lesquels on note la présence des ligands de Notch, et plus 
particulièrement Jagged1. 
Le couple Notch3/Jagged1 constitue chez les patientes une variable indépendante 
concernant la survie globale et la réponse à la chiomiothérapie à base de sels de platines. 
Une des questions qui s’est posée lors de ce travail de thèse a été de comprendre le rôle 
de ligands de Notch exprimés par les cellules endothéliales associées aux tumeurs 
(représentées par le modèle E4ORF1-PEC) sur la résistance des cellules tumorales aux 
chimiothérapies à base de sels de platines et de taxanes. 
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1.6 Organisation de l’ouvrage. 
 
Le présent ouvrage sera divisé en plusieurs volets : 
 
I. Modifications transcriptomiques des cellules tumorales ovariennes par les 
cellules souches mésenchymateuses : génération d’un profil pro-métastatique. 
« Mesenchymal cells interaction with ovarian cancer cells triggers wide 
transcriptomic pro-metastatic profile. » 
 
II. Les cellules souches mésenchymateuses protègent les cellules tumorales 
ovariennes de la mort induite par l’hyperthermie grâce à la sécrétion de la 
cytokine CXCL12.  
« Tumor associated mesenchymal stem cells protects ovarian cancer cells from 
hyperthermia through CXCL12 » 
 
III. Les cellules endothéliales activant la protéine AKT, protègent les cellules 
tumorales des traitements conventionnels de chimiothérapies, par l’activation de 
la voie Notch. 
« Akt-activated endothelial promote chemoresistance of ovarian cancer cells. » 
 
En annexe, sont présentés un article et une revue : 
 
IV. Expression de novo de la protéine N-Cadhérine par les cellules tumorales 
mammaires. Implication éventuelle de la trogocytose oncologique. 
« Oncologic trogocytosis with Hospicells induces the expression of N-cadherin 
by breast cancer cells. ». 
V. L’utilisation des cellules souches en médecine régénérative. 
« Stem cells in therapeutic medicine » 
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2 Matériels et méthodes. 
La majorité des méthodes employées est détaillée dans les sections « Materials and 
methods » des articles insérés ci-après. Une liste exhaustive de ces techniques, avec une 
brève explication est présentée ci-dessous. 
 
2.1 Culture cellulaire. 
Les lignées tumorales ovariennes SKOV3 (HTB-77), CaOV3 (HTB-75), et NIH : OVCAR3 
(HTB-161) ont été obtenues par l’American Type Culture Collection (ATCC).  Les cellules 
tumorales ovariennes SKOV3 (HTB-77) ont été maintenues en culture en suivant  les 
recommandations de l’ATCC (DMEM high glucose [Hyclone, Thermo Scientific], 10% FBS 
[Hyclone, Thermo Scientific], 1% Penicillin-Streptomycin-Amphotericyn B solution [Sigma], 
1 Non Essential Amino-Acid [Hyclone, Thermo Scientific]). Les CaOV3 et les NIH : 
OVCAR3 ont elles aussi été maintenues en culture en suivant  les recommandations de 
l’ATCC (DMEM high glucose [Hyclone, Thermo Scientific], 20% FBS [Hyclone, Thermo 
Scientific], 1% Penicillin-Streptomycin-Amphotericyn B solution [Sigma], 1 Non Essential 
Amino-Acid [Hyclone, Thermo Scientific], 2mM L-Glutamine). 
Les cellules souches mésenchymateuses dérivées de moelle osseuse ont été obtenues 
chez la compagnie Stem Cell (Vancouver, CA). Ces MSC ont été cultivées dans le milieu : 
MSC Basal Medium (Stem Cell [Vancouver, CA]) auquel on a ajouté les Mesenchymal 
Stem Cell Stimulatory Supplements (Stem Cell [Vancouver, CA]), et ce conformément aux 
instructions du fournisseur. 
Les cellules souches mésenchymateuses dérivées de cellules souches embryonnaires 
humaines exprimant constitutivement la protéine fluorescente mOrange on été cultivées 
dans un milieu ayant pour formulation : DMEM low glucose (Hyclone, Thermo Scientific), 
20% FBS (Hyclone, Thermo Scientific), 1% Penicillin-Streptomycin-Amphotericyn B 
solution (Sigma), 2mM L-Glutamine. 
Les cellules endothéliales de cordon ombilical (HUVEC, Human Umbilical Vein Endothelial 
Cells) ont été obtenues chez BD Biosciences. Elles sont maintenues en culture sur une 
couche mince de gélatine à 0.1 gramme par litre, dans un milieu ayant pour formulation : 
M199, 20%FBS, 1% Penicillin-Streptomycin-Amphotericyn B solution (Sigma), 2mM L-
Glutamine, 25 ng.ml Endothelial Cell Growth Factor (ECGF, Sigma), 20 unités par 
millilitres d’héparine. 
Les cellules endothéliales transduites par le gène de l’adénovirus E4ORF1, sont 
maintenues dans les même conditions que les HUVEC. Cependant la culture de ces 
cellules ne nécessite pas le dépôt d’une couche mince de gélatine à 0.1%. 
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2.2 Co-cultures. 
Les co-cultures de cellules tumorales ovariennes et cellules du stroma (MSC ou cellules 
endothéliales) sont réalisées 24h avant l’expérience. Brièvement, une suspension de 
cellules tumorales ovariennes est déposée sur un tapis de cellules stromales dans les 
puits d’une plaque de 24 puits ou 6 puits. Les deux types cellulaires sont ensuite cultivées 
dans un milieu DMEM, sans sérum bovin fœtal, avec 10 000 UI/mL de Pénicilline, 
10mg/mL de Streptomycine, et de 2 mM de glutamine pendant 24h, à 37°C, 5% CO2 en 
atmosphère humide. 
2.3 Test d’adhérence. 
Pour étudier l’adhésion à la MEC, des plaques sont coatées  avec du Matrigel (BD 
Biosciences) selon les recommandations du fabricant. 2x104 cellules OVCAR-3 eGFP 
provenant de mono ou de co-culture avec des MSC séparées par FACS (Fluorsescent 
activated cell sorting) sont déposées dans chaque puits et incubées à 37°C avec 5% de 
CO2 pendant 15, 30 minutes et 1 heure. Les plaques sont lues avec un spectrophotomètre 
aux longueurs d’onde 488 nm pour l’excitation et 510 nm pour l’émission. 
2.4 Test de migration/invasion. 
Pour mettre en évidence l’invasion de la MEC, des supports perméables Transwell 8 µm 
de 24 puits sont coatés avec du Matrigel (BD Biosciences) à 4°C. Les cellules OVCAR-3 
sont cultivées sans sérum la veille de l’expérience. 5x104 cellules OVCAR-3 sont 
déposées par puit et incubées à 37°C en atmosphère humide à 5% de CO2 pendant 12 et 
24 heures. La chambre supérieure contient un milieu sans sérum tandis que la chambre 
inférieure du dispositif contient un milieu avec sérum. 
2.5 Cytométrie en flux. 
Les cellules tumorales ovariennes, endothéliales, ou souches mésenchymateuses sont 
trypsinées, puis bloquées à l’aide d’une solution de PBS-5%FBS-1%BSA-10%FcR 
Blocking Reagent (Myltenyi Biotec) à 4 degrés celsius. La suspension cellulaire est 
ensuite marquée avec les anticorps nécessaires à l’experience pour 15 minutes à 
température ambiante, puis filtrée à 40 µm. La suspension unicellulaire est ensuite 
analysée par cytometrie en flux a l’aide d’un SORP FACSAria2 (BD Biosciences). Les 
donnes sont acquises et analysées sur FACSDiva 6.3 software (BD Biosciences). 
Brièvement, les doublets sont exclus par une double gate morphologique FSC-W × FSC-H 
and SSC-W × SSC-H, les canaux simple marquage sont utilisés pour régler les 
compensation, et les FMO (Fluorescence Minus One) sont utilisés pour définir les 
populations cellulaire positive pour un marqueur d’intérêt. Généralement 100 000 
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évènements sont acquis pour l’analyse, durant le tri cellulaire on appliqué un masque de 
pureté pour minimiser les contaminations entre les populations triées. 
2.6 Traitement hyperthermique.  
Les différents types cellulaires ont été places dans une étuve à  42°C pendant 1 à 2 
heures (5%CO2, atmosphère humide). Les cellules sont ensuite placées à 37°C pendant 
2 heures avant de pratiquer une expérience. 
2.7 Test de viabilité par cytometrie en flux : Calcein-AM / Live Dead. 
Les cellules tumorales ovariennes en mono- ou en coculture sur un lit de MSC ou de 
cellules endothéliales depuis 24h sont traitées par différentes doses de cisplatine et 
paclitaxel. 48h après, un quadruple marquage des cellules tumorales ovariennes, MSC ou 
cellules endothéliales est réalisé avec des anticorps monoclonaux couplés à des 
fluorochromes : EpCam (Molécule d’adhésion des cellules épithéliales, CD326) Alexia 
Fluor 647 nm pour sélectionner les cellules épithéliales tumorales, l’IgG Pacific Blue pour 
exclure la fluorescence aspécifique FcR dépendante, et le LiveDead Near IR (Invitrogen, 
Molecular probes) pour quantifier les cellules mortes. La suspension cellulaire est 
analysée par un cytomètre en flux LSR II (BD Biosciences). Les doublets sont exclus par 
les analyses FSC-W × FSC-H et SSC-W × SSC-H. La eGFP est excitée par un laser bleu 
à 488 nm et l’émission est lue à 510/50 nm. En monoculture, les cellules OVCAR-3 sont 
définies comme eGFP+LiveDead-, en co-culture, les cellules vivantes sont définies 
comme SSC-A+LiveDead- et les OVCAR-3  comme eGFP+EpCam+. 50 000 cellules par 
échantillon sont analysées. La préparation et l’acquisition des données des monocultures 
de cellules OVCAR-3  sont réalisées de manière identique pour éviter tout changement 
d’expression génique, d’invasion cellulaire ou de migration du à la procédure 
expérimentale. 
2.8 Analyse du secretome. 
Les cellules mésenchymales associées aux tumeurs ou cellules souches 
mésenchymateuses on été cultivées dans un milieu sans sérum pendant 24 heures. Les 
cellules mesenchymales associées aux tumeurs ou cellules souches mésenchymateuses 
ont ensuite été traitées par hyperthermie comme décrit ci-dessus. Le milieu conditionné 
est ensuite collecté, et les protéines qu’il contient quantifiées en mesurant l’absorbance du 
milieu à 280 nm sur un Nanodrop (Thermo Scientific, Dubai, Emirates). 200 µg de 
protéines sont déposés sur RayBioVR Human Cytokine Antibody Array G Series 1000 
conformément aux instructions du fournisseur. Le milieu non conditionné a été utilisé 
comme contrôle négatif. Les membranes ont ensuite été révélées par une réaction 
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chemiluminescence entre l’HRP (Horse Radish Peroxydase) et le SuperSignal West Pico 
Luminescent Substrates (Thermo Scientific, Dubai, Emirates). Les données sont acquises 
par caméra CCD (Geliance CCD camera, Perkin Elmer) puis traitées sur le logiciel 
ImageJ. Brièvement, les signaux acquis sur les membranes ont tout d’abord été inversés 
et l’intensité du bruit de fond soustraite. Nous avons ensuite défini des disques de 110-120 
µm de diamètre pour capturer l’intensité d’une cytokine donnée. Afin de comparer les 
membranes entres elles, toutes les valeurs sont normalisées sur la base du contrôle positif 
interne à la membrane. 
2.9 Analyse du transcriptome. 
Les ARN messagers sont isolés en utilisant le kit Qiagen RNEasy en suivant les 
instructions du fournisseur. Deux contrôles qualités sont ensuite mis en œuvre  afin de 
produire des données d’analyse transcriptomique satisfaisantes. (1) une analyse 
spectrophotomètrique, (2) une analyse de la fragmentation de l’ARN sur puce Agilent. Un 
total de 200 ng d’ARN messager est ensuite analyse sur Affymetrix GeneChip Human 
Genome U133 Plus 2.0 Array. Les données sont ensuite normalisées via le logiciel Partek: 
(1) par puce, en divisant les données brutes par le 50ème percentile de toutes les mesures, 
(2) par gène, en divisant les données brutes par la médiane d’expression de tous les 
gènes contenu sur la puce. Les données sont ensuite traitées sur le logiciel Partek. Une 
comparaison de classe entre les différentes conditions (3 répliquâts biologiques par 
condition) a été menée afin d’identifier les changements sur l’expression des transcrits 
avec une différence significative en suivant le « associated two-tailed Students t-test (p < 
0.05) » et une diminution ou une augmentation d’un facteur 2 au minimum. Les images 
des puces scannées sont ensuite analysées par Microarray Suite version 5.0 (MAS 5.0) 
algorithm (Affymetrix) comme décrit dans 260-262. Brièvement, les données sont corrigées 
par une correction de Benjamini-Hochberg pour limiter le taux de faux-positifs. Les 
comparaisons statistiques de données catégoriques sont menées en utilisant le test de 
Chi2. Les corrélations sont effectuées en utilisant la corrélation de Pearson. Toutes autres 
comparaison statistique est calculée par le two-tailed (Welsh) t-test. 
 
2.10  Analyse des voies de transcription, Ingenuity Pathway Analysis. 
Afin d’identifier les voies de transcription modifiées sur la base de nos études 
transcriptomiques, nous avons utilisé le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity 
Systems, Redwood City, CA). Les réseaux de transduction ont été construits en 
superposant les gènes obtenus dans les listes de gènes significativement surexprimés ou 
sous-exprimés et les réseaux moléculaires contenus dans la base de données d’Ingenuity 
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Pathways Knowledge. Les voies de transduction affectées par la co-culture avec les MSC 
ont été générées algorithmiquement sur la base de leur relevance statistique. Un réseau 
est la représentation graphique du lien entre les gènes. Les gènes sont représentés par 
des nœuds ; la relation, stimulatrice ou inhibitrice, entre les différents gènes est 
représentée par une ligne. La significativité statistique des réseaux générés est basée sur 
leur distribution hypergéométrique et est calculée par le right-tailed Fisher’s exact t-test.	  
2.11  Isolation de cellules tumorales ovariennes primaires. 
Les échantillons tumoraux sont dilacérés puis digérés pendant 45-60 minutes dans un 
cocktail enzymatique de collagenase A, Dispase II, et DNAse II à 37°C sous agitation. Le 
produit de digestion est ensuite filtré à 30 µm. La suspension cellulaire est ensuite mise en 
culture dans un milieu M199/MCDB105 (Sigma), 20%FCS, 10 ng.ml EGF (Peprotech), 34 
µg.ml d’extrait pituitaire bovin (Sigma), 5 µg.ml insuline, 0.5 µg.ml d’hyrdocortisone, à 
37°C, 5%CO2, atmosphère humide.  
Les cellules tumorales primaires isolées à partir d’échantillons tumoraux, sont quantifiées 
par immunofluorescence dirigée contre CD45 et EpCAM. Le nombre de cellules tumorales 
primaires ovariennes est défini par cytometrie en flux, par le nombre d’évènements CD45-
CD326+. L’intensité de marquages a été déterminée par la médiane d’intensité de 
fluorescence calculée sur le logiciel FACSDiva 6.3 (BD Bioscience) 
2.12  Analyse de la variation du nombre de copie des gènes. 
25 échantillons tumoraux on été collectés sur 14 patientes à l’institut Claudius Regaud 
(Toulouse, France). Ces échantillons ont été prélevés sur la tumeur primaire ou sur une 
métastase péritonéale. L’analyse du nombre de copies est effectuée sur une puce 
Affymetrix, Affymetrix Genome-Wide SNP Array 6.0. 250 ng d’ADN génomique sont 
utilisés pour l’analyse. Les contrôles sains sont obtenus à partir de 270 échantillons du 
HapMap fournis par Affymetrix. Les données obtenues sur les puces Affymetrix Genome-
Wide SNP Array 6.0 ont été analysées sur le logiciel PARTEK Genomics Suite en 
appliquant les normalisations recommandées par Affymetryx. Chaque échantillon a été 
comparé à la distribution de base du HapMap afin d’identifier les régions amplifiées ou 
perdues.  
2.13  Génération et maintenance des cellules endothéliales E4ORF1. 
Le gène E4ORF1 de l’adénovirus du serotype 5 est cloné dans un vecteur 
lentiviral201,250,251. La préparation lentivirale est générée par une contransfection de 15mg 
de vecteur lentiviral, 3 mg de pENV/VSV-G, 5 mg de pRRE et 2,5 mg de pRSVREV dans 
des cellules 293T (passage 8-10, subconfluentes). Le milieu est changé 24h après la 
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transfection, et les surnageants sont collectées 40h a 60h après transfection. Les 
surnageants sont ensuite filtrés sur une membrane de cellulose acetate ne contenant pas 
de surfactant, aliquotés et stockés à -80°C. 
Une fois que les cellules endothéliales sont transduites par E4ORFF1, elles sont cultivées 
soit dans un milieu X-Vivo (Hyclone) sans sérum ni cytokines, soit amplifiées dans un 
milieu pour cellules endothéliales (cf. culture cellulaire.) 
2.14  Analyse de la phosphorylation de protéines. 
Les cellules NIH:OVCAR3 sont utilisées pour cette expérience afin d’obtenir une réponse 
plus nette à la stimulation par le ligand recombinant de Notch Jagged1. Les cellules sont 
ensemencées dans une plaque 6 puits (Corning, NY, USA) et cultivées dans un milieu 
DMEM high glucose (Hyclones) 20% BS (Hyclones) jusque 75%-80% de confluence.  
Les cellules NIH:OVCAR3 sont ensuite maintenues pendant 24h dans un milieu sans 
sérum, puis stimulées par 4 µg.ml de ligand recombinant de Notch Jagged1 (RandD) pour 
2 heures, ou par une solution contrôle (PBS). Les cellules tumorales sont ensuite rincées, 
trypsinées, et centrifuger pour 5 minutes à 1200 rpm. Les protéines sont isolées par lyse 
cellulaire, après quantification 500 µg de protéines sont déposés sur un proteine array 
(RandD). Ces membranes contiennent des anticorps dirigés contre un set de protéines 
phosphorylées, cette approche nous permet de détecter le niveau de phosphorylation d’un 
set de protéines définies. Apres incubation du lysat sur la membrane, de l’ECL (Thermo 
Scientific Biotechnology, CA, USA) est ajoutée et les résultats sont capturés sur une 
caméra CCD. Le contrôle positif interne à la membrane est utilisé pour normaliser les 
résultats. Le niveau de phosphorylation de chaque kinase est calculé comme le ratio du 
niveau de phosphorylation de la kinase des cellules stimulées par Jagged 1 sur le niveau 
de phosphorylation de cette même kinase des cellules contrôles. 
2.15 Cytometrie en flux et apoptose array. 
Les cellules NIH:OVCAR3 sont utilisées pour cette expérience afin d’obtenir une réponse 
plus nette à la stimulation par le ligand recombinant de Notch Jagged1. Les cellules sont 
ensemencées dans une plaque 6 puits (Corning, NY, USA) et cultivées dans un milieu 
DMEM high glucose (Hyclones) 20% BS (Hyclones) jusque 75%-80% de confluence.  
Les cellules NIH:OVCAR3 sont ensuite maintenues pendant 24h dans un milieu sans 
sérum, puis stimulées par 4 µg.ml de ligand recombinant de Notch Jagged1 (RandD) pour 
2 heures, ou par une solution contrôle (PBS). Après stimulation, les cellules tumorales 
sont traitées pendant 48h avec 90µM Cisplatinum et 6nM of Paclitaxel. Les cellules 
tumorales sont ensuite rincées, trypsinées, et centrifugées pour 5 minutes à 1200 rpm et 
marquées comme décrit dans la section test de viabilité. Les cellules vivantes sont ensuite 
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triées sur un SORP-FACS-ARIA2 (BD Biosciences, Dubai), et les protéines sont extraites 
par lyse. Après quantification 500 µg de protéines sont déposés sur un protéine array 
(RandD). Ces membranes contiennent des anticorps dirigés contre un set de protéines 
phosphorylées, cette approche nous permet de détecter le niveaux d’expression d’un set 
de protéines impliquées dans l’apoptose. Après incubation du lysat sur la membrane, de 
l’ECL (Thermo Scientific Biotechnology, CA, USA) est ajoutée, et les résultats sont 
capturés sur une caméra CCD. Le contrôle positif interne à la membrane est utilisé pour 
normaliser les résultats. 
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3 Résultats. 
3.1 Article 1: Modifications transcriptomiques des cellules tumorales 
ovariennes par les cellules souches mésenchymateuses: 
génération d’un profil pro-métastatique. 
 
Ce travail fait actuellement l’objet d’une soumission dans « Gynecology Oncology». 
3.1.1 Résumé long. 
La plupart des patientes atteintes d’adénocarcinomes ovariens séreux de haut grade sont 
diagnostiquées avec une extension péritonéale de leur maladie 263. Bien que beaucoup 
d’études s’intéressent à la dissémination métastatique à travers le flux sanguin, la biologie 
de l’atteinte péritonéale est encore peu connue. On pense, cependant, que l’initiation 
d’une métastase péritonéale pourrait répondre à une succession d’étapes critiques, telles 
que l’exfoliation du foyer primaire de la maladie, en l’occurrence l’ovaire, l’interaction et 
l’adhérence aux cellules mésothéliales péritonéales, ainsi que la colonisation des feuillets 
sub-mésotheliaux et la prolifération au sein de ceux ci 264.  
Il est maintenant admis qu’il doit exister un niche pré-métastatique, capable de procurer 
aux cellules tumorales un environnement permissif au développement d’un foyer 
métastatique47-49. Dans cette étude, notre but est de démontrer que les cellules souches 
mésenchymateuses constituent un déterminant cellulaire critique pour l’établissement 
d’une métastase, en décrivant les profondes modifications transcriptomiques pro-
métastatique induites chez les cellules tumorales ovariennes au contact des cellules 
souches mésenchymateuses. 
 
Les cellules souches mésenchymateuses sont des cellules pluripotentes, capables de 
générer une variété de tissus conjonctif tels que les os, le tissu adipeux ou encore le 
cartilage et les muscles 105. Des travaux récents ont pu montrer que les MSC sont 
recrutées en nombre important au niveau du stroma tumoral ovarien où elles participent 
aux phénomènes d’invasion, d’initiation de la métastase, de résistances aux 
chimiothérapies ou au traitement par hyperthermie 173,265-267. Bien que de nombreuses 
études s’attachent à décrire l’acquisition du caractère métastatique de façon uni-
factorielle, peu d’études tentent d’identifier les changements globaux subis par les cellules 
tumorales lors de leur interaction avec le stroma adjacent 268. 
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Les travaux de Shuming Zhang et al. démontrent que les cellules tumorales prostatiques 
subissent de profondes modifications d’ordre transcriptomique lors de leur interaction avec 
les cellules souches mésenchymateuses. Ils définissent ainsi un nouveau profil 
métastatique basé sur approche globale d’étude du transcriptome 268.  
Plus récemment, le groupe de Ronald J. Buckanovich a révélé que les cellules souches 
mésenchymateuses contribuaient à la tumorigenicite des adénocarcinomes ovariens 
grâce à la production des facteurs appartenant à la famille des Bone Morphogenetic 
Protein, et en particulier le BMP2. Ces travaux suggèrent que les MSC stimulent la 
croissance tumorale en augmentant le pool de cellules souches tumorales ovariennes 179. 
Décrire les modifications liées au microenvironnement et définir les voies de transduction 
modifiées par l’interaction entre une cellule tumorale et son microenvironnement nous 
permettrait d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
 
Dans cette étude, nous démontrons que la co-culture de cellules de lignées tumorales 
ovariennes (OVCAR3 et SKOV3) avec des cellules souches mésenchymateuses 
augmente les propriétés métastatiques des cellules tumorales considérées. 
En utilisant une approche transcritpomique corrélée à des tests fonctionnels, nous avons 
pu mettre en évidence que les MSC augmentent les propriétés métastatiques des lignées 
tumorales ovariennes en augmentant certains groupes de gènes impliqués dans 
l’adhérence cellulaire, l’invasion et la motilité, ou encore la chimiorésistance. 
 
Ces résultats suggèrent que la niche créée par les cellules souches mésenchymateuses 
pourrait augmenter l’initiation d’un foyer métastatique. Cibler l’interaction entre les cellules 
tumorales ovariennes et les MSC de l’hôte pourrait constituer une cible de choix dans le 
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
 
 
  
Résultats.  80 
Mesenchymal cells interaction with ovarian cancer cells triggers wide 
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Introduction: 
 
Most patients with ovarian cancer will develop peritoneal disease at presentation 263. While 
many studies in the literature address the issue of distant metastasis through blood 
circulation, the biology of peritoneal tumor spread in advanced ovarian cancer is not well 
known. Development of peritoneal carcinomatosis involves well-defined critical steps, 
including cells shedding and transport, interaction and adhesion to the mesothelial layer, 
as well as colonization of and proliferation into the sub-mesothelial microenvironment 264. It 
is now appreciated that there must be an initiation of a viable, permissive pre-metastatic 
niche within the target organ, one that facilitates the initial survival tumor cells in a non-
receptive organ 47-49. Here, we aim to determine that Mesenchymal Cells (MC) constitute a 
cellular determinant of ovarian cancer cells metastatic tropism by demonstrating that MC 
interaction with ovarian cancer cell lines modifies their transcriptome toward a pro-
metastatic profile. 
 
MCs are pluripotent cells that give rise to a variety of connective tissue cell types including 
those that form bone, adipose, cartilage, and muscle 105. Recent studies have shown that 
BM-derived MSCs are recruited in significant number to tumor sites and contribute to 
invasion, metastasis and resistance to chemotherapy and hyperthermia of several tumor 
cell lines 173,265-267. While many studies focus on specific factors in the acquisition of 
metastatic profile there is very few study assessing the global transcriptomic changes 
occurring in cancer cells upon their interaction with the Mesenchymal cells 268. 
 
Zhang S et al. have demonstrated profound modification of the prostate cancer cell 
transcriptome over the interaction with the MC defining a new pro-metastatic  
transcriptomic state. Understanding these global modifications and the pathways 
implicated might result in the design of new therapeutic strategies 268. 
More recently, Mesenchymal Stem Cells have been shown to contribute to ovarian cancer 
tumorigenicity through altered production of the Bone Morphogenetic Protein family, and 
particularly BMP2. This altered production of BMP2 leads to an increase of ovarian cancer 
cells proliferation, both in vitro and in vivo. This study suggest that the mesenchymal stem 
cells promote tumor growth by increasing the number of ovarian cancer stem cells 179. 
 
Herein, we demonstrate that coculture of ovarian cancer cells (OVCAR3 and SKOV3 cell 
line) in direct cellular contact with MCs enhances metastatic abilities of ovarian cancer 
cells.  
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Using transcriptomic analysis and functional assays, we demonstrate that MCs enhance 
metastatic properties of different ovarian cancer cells through different transcriptomic 
modifications. Specific cell-type specific clusters of genes related to, cellular adhesion, 
invasion, migration, proliferation and chemo-resistance are modified upon OCC/MC 
contact. These results suggest that the MC niche could increase metastatic initiation and 
expansion through specific modification of the cancer cells transcriptome. Specific 
pathways could then be targeted to disrupt the acquired pro-metastatic profile. 
 
Material and methods: 
Cell Culture: Ovarian cancer cells lines SKOV3 (HTB-77) and OVCAR3 (HTB-161) were 
purchased from ATCC and maintained in culture following ATCC recommendations 
(DMEM high glucose [Hyclone, Thermo Scientific], 10% FBS [Hyclone, Thermo Scientific], 
1% Penicillin-Streptomycin-Amphotericyn B solution [Sigma], 1X Non Essential Amino-
Acid [Hyclone, Thermo Scientific]). Mesenchymal cells were purchased from Stem Cells, 
Inc (Vancouver, CA) and maintained and expanded in culture using MesenCult® MSC 
Basal Medium completed with Mesenchymal Stem Cell Stimulatory Supplements (Stem 
cell Inc, Vancouver, CA) according to manufacturer’s recommendations. 
 
Co-Cultures: To demonstrate the pro-metastatic phenotypes induced by the BM-MCs we 
established co-cultures of eGFP-OCC with BM-MC at a ratio of 1:2. Co-cultures were 
established for 24 hours. OCC were differentiated from BM-MC based on their eGFP and 
Ep-Cam. The different cell populations were sorted using Fluorescence Activated Cell 
Sorting (FACS) and different metastatic abilities were evaluated.  
 
Fluorescent activated cell sorting: Briefly, all cells were harvested and then blocked in 
PBS-5%FBS-1%BSA-10%FcR Blocking Reagent (Myltenyi Biotec) for 30 minutes on ice. 
Single-cell suspension was analyzed and sorted on SORP FACSAria2 (BD Biosciences). 
Data were processed with FACSDiva 6.3 (BD Biosciences). Doublets were excluded by 
FSC-W × FSC-H and SSC-W × SSC-H analysis, single stained channels were used for 
compensation, and fluorophore minus one (FMO) controls were used for gating. eGFP 
fluorescence was acquired with a 488 nm blue laser and a 510/50 nm emission, for 
analysis 50 000 events were acquired per sample. Charts display the median of 
fluorescence intensity (mfi) relative to control. During cell-sorting purity-phase mask was 
applied.  OCC monocultures were processed and sorted in an identical manner as 
controls. 
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Gene expression analysis: Upon cell sorting mRNA was isolated using Trizol reagent 
followed by additional purification using RNAeasy extraction kit from Qiagen. 200 ng of 
total RNA were analyzed on Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array. 
Data were analyzed using Partek software (St Louis, MO). Class comparison between 
different conditions (three biological replicates) was performed to identify gene expression 
changes with significant expression differences (FDR p< 0.05) and 2 fold increase or 
decrease expression 260-262. Statistical comparisons for microarray data were calculated 
using two-tailed Students t-test. Benjamini-Hochberg correction was applied to limit the 
false discovery rate. Statistical comparisons for categorical data were achieved using Chi-
squared test. Correlations were performed using Pearson correlation. All other statistical 
comparisons were calculated using two-tailed (Welsh) t-test. 
Ingenuity Pathway analysis: We used Ingenuity Pathway Analysis software (Ingenuity 
Systems, Redwood City, CA). Networks were constructed by overlaying the up and down 
regulated genes upon co-culture onto a global molecular network developed from 
information contained in the Ingenuity Pathways Knowledge database using keywords 
such as cell adherence, migration and invasion, proliferation, chemoresistance, and 
apoptosis. Networks of genes up- or down-regulated by the co-culture were then 
algorithmically generated based on their connectivity. Genes are represented as nodes, 
and the biological relationship between two nodes is represented as a line. All edges are 
supported by at least one reference from the literature, from a textbook, or from canonical 
information stored in the Ingenuity Pathways knowledge database. P values for the 
enrichment of canonical pathways were then generated based on the hypergeometric 
distribution and calculated with the right-tailed Fisher’s exact t-test for 2 × 2 contingency 
tables.  
 
Adherence assay: To assess adhesion to ECM, coated 96 well-plates were cpated with 
Matrigel (BD-Biosciences). 20 000 OCC-eGFP (NIH:OVCAR3, SKOV3, sorted from co- 
and monoculture) were seeded per well and incubated in 5%CO2 incubator at 37oC for 15, 
30 minutes and 1 hour. Non-adherent cells were washed away. Adherent cells were 
quantified using fluorescence plate reader (Wallac, Perkin Elmer) (488nm excitation, 510 
emission). All experiments were performed in biological triplicates; we acquired 5 wells per 
condition (mono and co-culture). Matrigel coated unseeded wells were used as blank. 
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Migration / Invasion assays: 8 μm pores transwell permeable supports Matrigel (BD 
Biosciences) were coated with Matrigel. 50 000 viable OCC (sorted from co- and 
monoculture) were seeded per well and incubated in 5%CO2 at 37 oC for 12 and 24 
hours. OCC migration and invasion was then assessed using a fluorescence plate reader 
(Wallac, Perkin Elmer) All experiments were performed in triplicates; we acquired 5 wells 
per condition (mono and co-culture). 
Proliferation assay: 5000 OCC were seeded in monoculture or on MSC-mOrange 
monolayer in a serum free / cytokine free media. OCC were counted every two days 
during 14 days under a microscope using GFP fluorescence as a tag. Each day ten fields 
were quantified. All experiments were performed in triplicates. 
Chemoresistance: 100000 OCC were seeded in monoculture or with BM-MSC in a 1:2 
ratio. Mono- and co-culture were treated with 90µM Cisplatinum and 6µM Paclitaxel 
(Sigma) for 24h. Cells were then stained with Calcein Red-Orange, LIVE/DEAD Aqua blue 
(Invitrogen, Molecular Probes), CD73-APC (Biolegend, clone: AD2) according to 
manufacturer’s instructions and analyzed by FACS as described earlier. OCC were 
defined as cells GFP+CD73-, living OCC were defined as calcein Red-Orange+ 
LIVE/DEAD aqua-. 50 000 events were acquired per sample, each condition was run in 
triplicate. 
 
Results: 
Modification of the transcriptome of OCC upon interaction with MC. 
Upon co-culture with MC, OVCAR3 upregulated 420 genes and downregulated 99 genes 
(>2 fold ot <-2 folds, FDR 0.05), SKOV3 upregulated 90 genes and downregulated 155 
genes (>2 fold or <-2 folds, FDR 0.05). 
Interestingly as demonstrated by PCA analysis while the global change is clearly reflected 
for each cell line there is no unique MC signature indicating that the transcriptomic 
modifications are cell type dependent (data not shown).  
Using the gene lists obtained for each cell line IPA retrieved several networks and 
pathways. Interestingly for OVCAR3 and SKOV3, among Diseases and disorders the 
category Cancer was the first hit (see Supplementary table 1 for the most relevant 
networks). Using the genes in the Cancer category we built the network presented in 
supplementary figure 2. While global analysis allows understanding of the overall 
relationship between genes it is difficult to interpret when looking at particular functions 
therefore we undertook a systematic approach. We performed functional assays to 
characterize the role of MC in ovarian cancer metastasis. Then we build smaller focused 
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networks on particular functions. 
 
MCs increase OCC metastatic abilities. 
Peritoneal outgrowth initiation is a tightly regulated and well-defined process. It includes 
adhesion to the peritoneum as well as migration and invasion into the sub-mestohelial 
layers (reviewed in 264). As our hypothesis was that MC could initiate a permissive niche to 
metastatic outgrowth, we checked the ability of MC interaction to regulate adhesion, 
migration and invasion of OCC and determined through gene expression analysis 
pathways implicated for the different cell lines. 
OCC were co-cultured with BM-MSC for 24h in a 1OCC : 2MSC ratio. Cultures were then 
starved for 12 hours and then stained for Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM) 
expression and analyzed and sorted by FACS. OCC were defined as double positive for 
EpCAM and eGFP, whereas MSC were defined as the double negative populations 
(Figure 1.A). After sorting, we tested OCC ability to adhere to the Extra Cellular Matrix 
(ECM). Co-cultured OVCAR3-eGFP and SKOV3-eGFP displayed a substantial 2 fold 
increase in cellular adherence compared to OCC alone (Figure 1.B). Similarly migration 
was increased by a 3 fold factors for both OVCAR3 and SKOV3 cell lines while invasion 
was increased by a factor 2 fold and 1.8 fold for OVCAR3 and SKOV3 cell lines 
respectively (Figure 1.C). A selection for genes implicated in cellular movement, cell 
adherence, cell migration and invasion was made using IPA and used to determine key 
pathways for the two cell lines. Interestingly genes involved in increased adhesion to ECM 
were not similar between the two ovarian cancer cell lines. For OVCAR3 among the genes 
involved several key genes in Epithelial to Mesenchymal transition were upregulated 
TWIST (2.85 fold), and ZEB (2 fold), other key factors implicated in tumor cell adhesion, 
migration and invasion such as CDH1 (2.8 fold), Hyaluronan synthase 3 (-2.7 fold), 
Fibronectin1 (-5.67 fold) were differentially regulated.the corresponding network is 
presented in Figure 2A. The SKOV3 cells modulated different genes implicated in 
increased adherence, migration and invasion such as the up-regulation of CXCR4 (2.9 
fold), Fibronectin1 (2 fold), MMP3 (5.8 fold), Serpine1 (3.2 fold),  PAPP-A (7.2 fold), 
SPARC (4.6 fold) and downregulation of CDH1 (-4.4 fold), CD24 (-2.1 fold), VAV3 (-2.9 
fold) (Figure 2B).  
Therefore, through different cell type specific modifications BM-MSC were able to increase 
all critical steps for peritoneal outgrowth initiation. 
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Mesenchymal cells sustain ovarian cancer cells proliferation. 
We showed MC mOrange and OVCAR3-eGFP remain alive after 15 days in a serum-free 
and cytokine-free media (Figure 3.a, 3.b). Notably MSCs support the long-term expansion 
 
 
Figure 1 : MCs increase OCC metastatic abilities. 
A. Dot plot showing an typical gating of OCC FACS sorting B. Graphical chart 
representing cell adherence to the extracellular matrix. OCC cancer cells, both OVCAR3 
et SKOV3 show increase adherence to the ECM after being in contact with MSC. C. 
Graphical chart representing cell invasion through the ECM and migration. OCC cancer 
cells, both OVCAR3 et SKOV3 show increase adherence to the ECM after being in 
contact with MSC. All experiments were run in triplicates. 
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of OVCAR3-eGFP cells in serum- and cytokine-free conditions (Figure 3.c). Same data 
were obtained with SKOV3-eGFP (data not shown). Using our gene list provided from our 
co-culture experience and pathway analysis we built the pathways responsible for the 
increased proliferation in the two different ovarian cancer cell lines. The proliferation of 
OVCAR3 cell line relies on concomitant up-regulation of  pro-proliferation factors such as 
the following transcription factors CEBPB (5.3 fold), CCDN2 (5.4 fold) CDKN1C (4.2 fold), 
BCL6 (5.5 fold), RASGRP1 (2.17), down regulation of anti-proliferation genes such as 
CLNE2 (-3.9), GMNN (-2), SKP2 (-2.2), SPARC (-3.8). The overall network was 
associated with functions such as survival of tumor cells (P=8.10-47).  
The SKOV3 cell lines modulated different genes and network with the major actors being 
Activin A (INHBA) activating Akt (3.5 fold), the mesenchymal gene FN1 (2 fold), IGFBP5  
insulin binding protein playing a role in proliferation (4.3 fold). Interestingly some genes 
such as SPARC (4.6 fold) and COL1A1 (9.8) were regulated inversely to OVCAR3 
demonstrating the specificity of the pathways regarding the cell type. The overall network 
was associated to survival of tumor cells. 
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Figure 2 : pathways modified in OCC upon MSC contact related to  adherence, 
migration, and invasion. 
A. Ingenuity Pathway Analysis obtained from OVCAR3-eGFP following MC contact. B. 
Ingenuity Pathway Analysis obtained from OVCAR3-eGFP following MC contact. 
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Chemoresistance.  
Herein, we investigated the ability of MSC to protect OCC from poly-chemotherapy: 
Cisplatinum in admixture with Paclitaxel. We assessed cell viability by FACS using a 
combination of calcein and LIVE/DEAD (as described in 265). Briefly we discriminated OCC 
 
Figure 3 : MC sustains OCC proliferation in a serum free cytokine free context. 
A. OCC were cultivated on a MC expressing mOrange or direclty on the plastic dish. 
Proliferation assay was carried out in a serum free-cytokine free media. Pictures were 
taken every two days, and GFP cells were quantified. B. Detail of the well on day 14, we 
can notice OCC display a normal morphology. C. Chart displaying cell count carried over 
14 days. Ovcar-3 eGFP when seeded on a MC are able to sustain cell cycle in a serum 
free cytokine free media. D. Pathways modified in OCC upon MSC contact related to cell 
proliferation.  
Résultats.  90 
from MSC using our eGFP-tagged OCC line and CD73 as a MSC marker. OCC were 
defined as eGFP+CD73- (figure 4.A), and living OCC were defined as Calcein high 
LIVE/DEAD low (teal population, figure 4.A).  
Co-culture of OCC with MSC in absence of chemotherapeutic stress did not show any 
significant differences in cell viability/mortality (Figure 4.B). However, while treatment with 
90%M Cisplatinum admixed with 6%M Paclitaxel of OCC mono-cutlure induced 65% of 
calcein low LIVE/DEAD high in average, co-culture with MSC tend to rescue OCC from 
chemotherapy-induced cell death. Indeed, in average we were able to detect only 40% of 
 
Figure 4 : MC protects OCC from chemotherapy induced cell death. 
A. OCC or OCC cocultivated with MSC were treated for 48 hours with 90%M of 
Cisplatin and 6 nm of Paclitaxel. Cell types were discriminated by FACS  using GFP as 
a cancer cell marker, and CD73 as an MC marker. Cell death analysis was carried out 
using the dual Calcein / Live Dead staining. B. Quantitation of cell death analysis 
experiments. OCC display a resistance to conventional chemotherapy treatment when 
cocultivated with MC. All experiments were run thrice, three biological replicates were 
used. 
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calcein low LIVE/DEAD high in average (Figure 4.B). Conversely the rate of calcein high 
LIVE/DEAD low is higher in OCC/MSC co-culture after treatment with cis-platinum and 
taxol than mono-cultured OCC (55% versus 37.5% respectively) (Figure 4.B).Then, we 
build networks related to OCC chemo-resistance.  
As demonstrated in Figure 5 A and B there were no real nodes that could be identified for 
the cell types studied. SKOV3 cell line down-regulated the following genes implicated in 
apoptosis BTG2, SCD, FASN, DDIT4 and up-regulation of survival genes such as: 
SPARC, PDGFRA, S1PR3, KITLG, IGFBP. Overall the gene networks described in Figure 
5B was associated with functions such as survival of tumor cells (p=5.74 10-7). 
 
 
Figure 5 : Pathways modified in OCC upon MSC contact related to 
chemoresistance. 
A. Ingenuity Pathway Analysis obtained from OVCAR3-eGFP following MC contact. B. 
Ingenuity Pathway Analysis obtained from OVCAR3-eGFP following MC contact. 
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OVCAR3 chemo-resistance seems to be mediated through up-regulation of genes such as 
GADD45A, DDIT3, NR3C1, ATF2, RASGRP1. Overall the genes network described in 
Figure 5B was associated with functions such as cell death of tumor cells (p= 1.38 10-34) 
or survival of eukaryote cells (p=1.52 10-12). And survival of tumor cells (p=1.25 10-5). 
 
Discussion : 
To date, there have been very few amounts of studies describing the effects of human 
ovarian cancer-associated MCs on cancer cells pro-metastatic abilities. Our study 
demonstrates that MCs are able to change drastically ovarian cancer cells physiology 
towards a metastatic phenotype, which includes adhesion to the ECM, invasion of the 
ECM, proliferation, and resistance to chemotherapy 264. This is consistent with some 
reports of MCs modifying ovarian cancer cells behavior 173,180,185,265. This also is in 
concordance with what have been described in other cancer model such as breast cancer. 
Indeed breast cancer cell lines harbor increased metastatic properties when they are co-
injected with bone marrow derived mesenchymal stem cells in an immuno-compromised 
mice 127.  
Our aim in this study was to describe a relationship between changes that occur in ovarian 
cancer cell line at the transcriptomic level and differences in cell behavior we observed 
with the coculture assay we developed. One limitation of our study is that our compared 
transcriptomic analysis of both NIH:OVCAR3 and SKOV3 in contact with MC failed to 
define a shared global change at the gene expression level. Recently the cancer genome 
atlas published their work on ovarian serous adenocarcinomas 37. They were able to 
define four new subsets (differentiated, immunoreactive, mesenchymal and proliferative) 
of ovarian high-grade serous adenocarcinomas based on a gene expression study of 489 
patients 37. One explanation for the lack of overlap in gene expression changes between 
NIH:OVCAR3 and SKOV3 is that each cell line belongs to different subset of ovarian high-
grade serous adenocarcinomas. Indeed OVCAR3 and SKOV3 are quite different cells as 
demonstrated by the PCA plot. It is not surprising that different genes get activated in 
different transcriptomic background. Therefore, on order to define a MCs signature, we 
should probably refine our experimental setting. 
 
Despite the lack of gene overlap between NIH:OVCAR3 and SKOV3, we were able to 
demonstrate that when these cell lines were in contact with MC they display an increase of 
adherence to ECM and invasion through ECM. Increase of adherence and invasion 
constitute one of the key steps to initiation a peritoneal metastasis 264. Both cell lines up- 
or down-regulates genes involved in these phenomenons but surprisingly some of the 
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genes encountered an opposite regulation. While FN1 was upregulated by 2-fold in 
SKOV3, it was downregulated by 5.63-fold in NIH:OVCAR3. However, this opposite 
regulation enlightens the fact that we are facing two different subtypes of ovarian serous 
adenocarcinomas. Indeed, Ahmed et al. described that Fibronectin 1 does not enhance 
NIH:OVCAR3 adherence to the ECM, neither it does increase its invasion through it 269. 
Whereas, regarding SKOV3 cell line, Fibronectin 1 enhances its adhesion to ECM, as well 
as its migration and invasion ability 270.  
Building the networks allowed us to understand the role of some genes that have already 
been associated with increased migration and invasion. For OVCAR3 cell line up-
regulation of Twist and Zeb indicates some epithelial to mesenchymal transition state. The 
expression of E-cadherin in ovarian cancers plays a role in the adhesion to the peritoneal 
surfaces. Noteworthy while the OSE does not express E-cadherin, its expression appears 
in the inclusion cyst in the ovary and is reinforced during tumoral progression 271. 
Interestingly one might argue against the simultaneous up-regulation of EMT markers 
such as Twist and Zeb and up-regulation of E-cadherin and downregulation of FN1. 
Strauss R et al have recently described a subpopulation of cells in a transitory 
Epithelial/Mesenchymal hybrid stage presenting increased tumorigenicity 272. Moreover the 
cell plasticity was dependent on external factors such as co-culture with mesenchymal 
cells.  
SKOV3 cells presented different networks, indeed there was an increase of MMP3 and 
degradation of the ECM has clearly been demonstrated playing a role in the occurrence of 
metastasis 273. Several cytokines also implicated in the occurrence of metastasis were up-
regulated such as CXCR4, or CCL2. The role of CXCR4 has clearly been described in 
invasion of ovarian cancer 274,275. It is noteworthy to underline that the IPA analysis 
demonstrate how these molecules interact together and illustrate some redundancies 
making it hard to target a single gene. 
 
Regarding cell proliferation we were not able to define clear nodes and/or genes typically 
involved in regulation of cell cycle, despite accumulating evidences in the literature 
179,256,267, and our in vitro data (Figure 3). We believed that our experimental setting, 24 
hours of coculture, might not allows us to identify early-genes involved in cell proliferation. 
However, we strongly believe that studying the modifications that’s occurs in OCC on 
kinases-phosphorylation state upon MC interaction will allow us to determine how MC are 
able to sustain OCC proliferation in a serum-free context. 
Recently, Jeanine M.L. Roodhart et al. described how MCs are able to induce resistance 
to chemotherapy. In their study they demonstrated that endogenous mesenchymal stem 
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cells (MSCs) become activated during treatment with platinum analogs and produce 
factors that protect tumor cells against a range of chemotherapeutics 186. They identified 
two distinct platinum-induced polyunsaturated fatty acids (PIFAs), 12-oxo-5,8,10-
heptadecatrienoic acid (KHT) and hexadeca-4,7,10,13-tetraenoic acid (16:4(n-3)). In our 
study, we obtain results in corroboration with this concept. Despite we were not able to 
identify a clear gene network implicated in resistance to chemotherapy, we believe that our 
transcriptomic based- experimental setting will allow us to unravel the signaling patways 
activated by these PIFAs. 
While other genes have been described in the literature they have not been uncovered 
through our approach as they might not play a role in the co-culture context 179,256,267. We 
believe that our experimental setting, 24 hours of co-culture, might not allows us to identify 
all the genes involved in cell proliferation and chemoresistance. However, we strongly 
believe that studying the modifications that’s occurs in OCC on kinases-phosphorylation 
state upon MC interaction will allow us to determine how MC are able to sustain OCC 
proliferation in a serum-free context. 
While the gene expressions were performed after cell sorting using a purity mask ensuring 
non-significant contamination. It is hard to interpret all the genes described in the networks 
in a cancer cell autonomous context. While some genes might not have the expected 
regulation, one might think that they actually are responsible for a cross talk between the 
cancer cells and MCs. In a future study we aim to characterize the transcriptome of the 
MCs post co-culture and build more comprehensive network including the molecules that 
might be responsible for a cross talk between the two cell type. 
In this study, we were able to demonstrate that MCs strongly change OCC behavior 
towards a pro-metastatic phenotype, increasing cell adherence, invasion, proliferation and 
chemoresistance. However, our transcriptomic analysis of OCC upon MC interaction did 
not allow us to identify a signature shared by the two cell lines we treated. These results 
suggested that tumor microenvironment is supporting the progression of differents 
subtypes of ovarian adenocarcinomas by activating different pathway. Therefore, 
understanding the differences between ovarian serous adenocarcinomas is mandatory to 
define new therapeutical windows. 
 
In this study, we were able to demonstrate that MCs strongly change OCC behavior 
towards a pro-metastatic phenotype, increasing cell adherence, invasion, proliferation and 
chemoresistance. However, our transcriptomic analysis of OCC upon MC interaction did 
not allow us to identify a signature shared by the two cell lines we treated. These results 
suggest that tumor microenvironment is supporting the progression of differents subtypes 
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of ovarian adenocarcinomas by activating different pathway. Therefore, understanding the 
differences between ovarian serous adenocarcinomas is mandatory to define new 
therapeutical windows. 
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3.2 Article 2: Les cellules souches mésenchymateuses protègent les 
cellules tumorales ovariennes de la mort induite par l’hyperthermie 
grâce à la sécrétion de la cytokine CXCL12.  
 
Ce travail a fait l’objet d’une publication dans « the International Journal of Cancer » et est 
référencé sous : 
Lis, R. et al. Tumor associated mesenchymal stem cells protects ovarian cancer cells from 
hyperthermia through CXCL12. International Journal of Cancer 128, 715-725 (2011).265 
 
3.2.1 Résumé long. 
 
De nombreux essais cliniques étudiant la synergie entre les chimiothérapies et 
l’hyperthermie sur la prise en charge des carcinoses péritonéale, qu’elles soient d’origine 
gastrique, mésothéliale, colorectale ou encore ovariennes, ont été entrepris ces dernières 
années 276,277. Un essai randomisé de phase III comparant le traitement standard délivré 
en intra-veineux à ce même traitement standard délivré directement dans la cavité 
péritonéale, a montre un bénéfice clinique significatif en terme de survie global dans le 
bras expérimental 278. Cependant, malgré les différents protocoles testés, la 
chimiothérapie intra-péritonéale combinée a l’hyperthermie n’a pas obtenu, du moins sur 
les adénocarcinomes ovariens séreux, de bons résultats 279. Dans le cas des 
adénocarcinomes ovariens, la médiane de survie du bras expérimental traité par 
chimiothérapie intra-péritonéale hyperthermique varie de 22 à 64 mois, avec une médiane 
de survie sans progression variant de 10 à 57 mois 279,280. Chez les patientes ayant reçu 
un debulking optimal, le taux de survie à 5 ans peut varier de 12% à 66% 279,280. 
Cependant, le taux de morbidité lie à l’acte chirurgico-concologique est bien plus important 
que chez les patientes ayant reçu le traitement standard ; variant respectivement de 0% à 
40%, et de 0% à 10%  279,280. 
 
L’hyperthermie seule ne constitue pas une modalité thérapeutique dans les cancers de 
l’ovaire. Cependant, un nombre croissant de publications suggèrent que celle ci pourrait, 
lorsqu’elle est associe à la chimiothérapie, constituer une alternative intéressante au 
traitement conventionnel. Malgré la variété des protocoles testés l’association entre 
l’hyperthermie et la chimiothérapie n’a pas apporté de bénéfices en terme de survie 
globale et reste liée à un fort taux de morbidité 280. Certains auteurs suggèrent que 
l’association entre l’hyperthermie et la chimiothérapie pourrait, chez les patientes atteintes 
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de cancers épithéliaux de l’ovaire mais ne présentant pas de maladie résiduelle, constituer 
un traitement de consolidation 281. 
 
Un nombre croissant de publications suggère que le microenvironnement péritonéal 
pourrait jouer un rôle important sur le développement des adénocarcinomes ovariens 
séreux 282-284. Récemment, notre groupe a pu démontrer qu’un sous-type cellulaire de 
cellules mésotheliales, isolées de la cavité péritonéale de patiente atteintes de cancer de 
l’ovaire, était capable de protéger les cellules tumorales ovariennes des traitements de 
chimiothérapies 285. Nous avons pu démontrer que ces mêmes cellules mésotheliales sont 
capables d’entretenir la croissance tumorale in vivo, et de procurer  aux cellules tumorales 
ovariennes un environnement immunotolérant 266,267. 
De nombreuses données de la littérature suggèrent qu’ils existent un dialogue entre les 
cellules tumorales ovariennes et les cellules stromales péritonéales, celui-ci pourrait 
diminuer l’efficacité des traitements anticancéreux. Les travaux de H. Cho et al. et H. Park 
et al. démontrent que le surnageant de MSC préalablement exposées à l’hyperthermie 
possèdent des propriétés anti-tumorale 187,188. Dans cette partie du travail, nous avons 
d’étudier la viabilité des cellules tumorales ovariennes suite à un traitement 
hyperthermique dans un contexte de co-culture avec les MSC. Nous avons pu démontrer 
que les MSC sont capables d’induire chez les cellules tumorales ovariennes un phénotype 
thermo tolérant 265. Cette thermotolérance est la résultante de la sécrétion d’une 
cytokinepar les MSC : le CXCL12 265. 
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Tumor associated mesenchymal stem cells protects ovarian
cancer cells from hyperthermia through CXCL12
Raphael Lis1,2, Cyril Touboul1,2, Pejman Mirshahi2, Fadoua Ali1, Sharon Mathew1, Daniel J. Nolan3, Mahtab Maleki1, Salma
A. Abdalla1, Christophe M. Raynaud1, Denis Querleu4,5, Eman Al-Azwani6, Joel Malek6,
Massoud Mirshahi2 and Arash Rafii1,7
1 Stem Cell and Microenvironment Laboratory, Weill Cornell Medical College in Qatar (WCMC-Q, Education City, Qatar Foundation, Doha, Qatar)
2 UMRS 872 INSERM, Universite´ Pierre et Marie Curie-Paris 6 and Universite´ Paris Descartes, Equipe 18, Centre de Recherche des Cordeliers,
75270, Paris Cedex 06, France
3 Howard Hughes Medical Institute, Department of Genetic Medicine and Ansary Stem Cell Institute, Weill Cornell Medical College, New York, NY
4 Institut Claudius Regaud, Department of Oncologic Surgery, Toulouse 31052, France
5McGill University, Department of Gynecologic Oncology, Montreal, Canada
6 Genomic Core, Weill Cornell Medical College in Qatar (WCMC-Q, Education city, Qatar Foundation, Doha, Qatar)
7 Department of Genetic Medicine, Weill Cornell Medical College, New York, NY
Hyperthermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC) has shown promise in treatment of ovarian carcinosis. Despite its
efficiency for the treatment of peritoneal carcinosis from digestive tract neoplasia, it has failed to demonstrate significant
benefit in ovarian cancers. It is therefore essential to understand the mechanism underlying resistance to HIPEC in ovarian
cancers. Mesenchymal stem cells (MSC) play an important role in the development of ovarian cancer metastasis and
resistance to treatments. A recent study suggests that MSCs may be cytotoxic for cancer cells upon heat shock. In contrast,
we describe the protective role of MSC against hyperthermia. Using cytokine arrays we determined that the tumor associated
MSC (TAMC) secrete pro-tumoral cytokines. We studied the effect of hyperthermia in co-culture setting of TAMC or BM-MCS
associated with ovarian cancer cell lines (SKOV3 and CaOV3) with polyvariate flow cytometry. We demonstrate that
hyperthermia does not challenge survival of TAMC or bone marrow derived MSC (BM-MSC). Both TAMC and BM-MSC displayed
strong protective effect inducing thermotolerance in ovarian cancer cells (OCC). Transwell experiments demonstrated the role
of secreted factors. We showed that CXCL12 was inducing thermotolerance and that inhibition of CXCL12/CXCR4 interaction
restored cytotoxicity of hyperthermia in co-culture experiments. Contrary to the previous published study we demonstrated
that TAMC and BM-MSC co-cultured with OCC induced thermotolerance in a CXCL12 dependant manner. Targeting the
interaction between stromal and cancer cells through CXCL12 inhibition might restore hyperthermia sensitivity in ovarian
cancers, and thus improve HIPEC efficiency.
Epithelial ovarian carcinoma (EOC) is the sixth most com-
mon malignancy in women and the leading cause of death
from gynecological cancer worldwide.1 EOC has a predisposi-
tion to metastatic involvement of the peritoneal cavity.2,3
Late stage EOC is characterized by widespread peritoneal dis-
semination, ascitis and a high rate of mortality with an over-
all survival ranging from 20 to 30% at 5 years.4
Platinum associated to taxanes chemotherapy, is the
standard treatment for ovarian cancers, and has achieved
high response rate. The development of drug-resistant cancer
cells exhibiting multidrug resistance phenotype is one of the
major limitations of the efficacy illustrated in the literature
for platinum or taxanes chemotherapy.4,5 Therefore, new
therapeutic modalities are critical to improve overall survival
in ovarian cancer. Intra-peritoneal (IP) chemotherapy
emerged as one therapeutic option from the natural history
of ovarian cancers (e.g., local extension to the peritoneum,
chemosensitivity). Indeed it has been demonstrated that IP
delivery of certain chemotherapeutic agents leads to increased
peritoneal cavity drug exposure.6 Randomized control trials
demonstrated superiority of IP chemotherapy over classical in-
travenous therapy in patients with optimally debulked Stage III
ovarian cancer.6,7 More recently, hyperthermic intraperitoneal
Key words: mesenchymal stem cells, hyperthermia, ovarian cancer
resistance, CXCL12
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chemotherapy (HIPEC) has emerged as a new option to
increase the efficacy of chemotherapy. Its efficacy has already
been demonstrated in carcinosis from colon cancer.8
Hyperthermia is tumoricidal and increases the cytotoxicity
of many chemotherapeutic agents in cell cultures as well as
in animal models.9,10 Synergistic effects of hyperthermia in
conjunction with cisplatin treatment include increased DNA
cross-linking, increased DNA adducts formation and deeper
penetration into peritoneal tumor implants.11,12 Furthermore,
cancer cells operate under increased acidity due to their
inability to expel waste created by the anaerobic metabolism
and are thus sensitive to hyperthermia. Hyperthermia also
disrupts the stability of cellular proteins, cell membranes and
the cytoskeleton. Finally hyperthermia inhibits DNA replica-
tion forks, which leads to cancer cells displaying greater sen-
sitivity to chemotherapy than normal cells.13
Many clinical trials in peritoneal carcinosis studying dif-
ferent tumor types (gastric, mesothelioma, endometrial, colo-
rectal) have been launched based on the described synergy
between hyperthermia and chemotherapy, and possibility of
concomitant IP delivery of these two modalities.6,14,15 A
Phase III randomized study of HIPEC following cyto-reduc-
tive surgery compared to traditional intravenous chemother-
apy and palliative care, in patients with peritoneal spread of
colorectal carcinoma showed a statistically significant prolon-
gation of life in the experimental arm.6 However despite dif-
ferent protocols, HIPEC could not demonstrate a real benefit
compared to the standard treatment in ovarian cancer carci-
nosis.16 In the case of ovarian cancers most of the studies are
Phase I or II feasibility trials. The overall median survival fol-
lowing HIPEC ranged from 22 to 64 months with a median
disease-free survival ranging from 10 to 57 months. In
patients with optimal cytoreduction, a 5-year survival rate
ranging from 12 to 66% could be achieved. The overall rate
of severe perioperative morbidity and mortality is higher
than standard treatment ranging from 0 to 40% and from 0
to 10%, respectively.16,17
Hyperthermia by itself is not a treatment in ovarian can-
cers. However the growing amount of publication in the litera-
ture demonstrate that it might be of interest in the treatment
of peritoneal carcinosis when associated to chemotherapy. De-
spite various modifications of the protocols, the optimal results
have not been achieved and there are no demonstrated bene-
fits for survival with associated high morbidity.17 Several
randomized trial are trying to address these issues. Some
authors suggest that in patients with epithelial ovarian cancer
with no residual disease, HIPEC should be considered as a
consolidation treatment option.18
Indeed surgical optimal cytoreduction immediately followed
by HIPEC ensures intraperitoneal delivery of the drug to all
peritoneal surfaces and the advantages of combined hyperther-
mia to be exploited to target microscopic residual disease.19
A growing amount of evidence is underlying the role of
microenvironment in EOC development.20–22 Recently, our
group was able to demonstrate that a subset of the mesothe-
lial cells isolated from the peritoneal cavity of patients with
ovarian cancer was able to induce chemoresistance through
oncologic trogocytosis.23 We went further in demonstrating
that these cells were also able to sustain tumor growth in-vivo
through the production of IL8 and their role in angiogene-
sis.24 Finally we demonstrated that these cells could provide
an immunotolerant microenvironment to cancer cells.25
Evidences in the literature are suggesting a ‘‘cross-talk’’
between cancer cells and peritoneal stromal cells that might
impact different therapeutic modalities. Thus far, there has
been only one study on the role of hyperthermia on mesen-
chymal stem cells (MSCs) and their effect on ovarian cancer
cells (OCC). Our study demonstrated that conditioned me-
dium of hyperthermia treated MSCs exerted suppressive
effects on the tumor progression and malignancy, suggesting
that hyperthermia enables MSC to provide a sensitizing envi-
ronment for tumor cells to undergo cell death. We choose a
different approach and used a co-culture setting. We were able
to display a significant protective effect of MSCs on OCC sub-
jected to hyperthermia. We demonstrated that MSC-mediated
thermotolerance upon cross-talk with the OCC was dependant
on CXCL12.
Material and Methods
Isolation of tumor associated mesenchymal cells (TAMC)
Mesothelial cells are known to exfoliate at the beginning of
the metastatic process. This suggests that the ovarian cancer-
specific mesothelial cells could interact with the epithelial
ovarian cancer cell aggregates. TAMC were isolated from the
ascitis of 3 untreated patients with Stage IIIc ovarian serous
adenocarcinomas, who were undergoing ascitis evacuation for
clinical discomfort, as previously described.23–25 Lymphocytes
and erythrocytes were separated from cancer cell-TAMC
aggregates using a Ficoll procedure. These ascites-derived
TAMC displayed a fibroblast-like morphology and could be
cryopreserved and expanded in vitro. We determined the
expression profile of surface marker proteins by fluorescence-
activated cell sorting. Cells expressed MSC related markers
CD9, CD10, CD29, CD146, CD166 and HLA1. TAMC do
not express any hematopoietic markers like CD45, CD31,
CD34, CD3, CD4, CD8 and epithelial markers such as
CD324 (E-Cadherin) and CD326 (EpCAM).23 Polyvariate
flow cytometry analysis was only able to define a unique pop-
ulation of TAMC, thus demonstrating that TAMC constitutes
a pure population.23–25
Ovarian cancer and mesenchymal stem cells
OCC lines SKOV3 (HTB-77) and CaOV3 (HTB-75) were
purchased from the ATCC and maintained in culture following
ATCC recommendations (DMEM high glucose [Hyclone,
Thermo Scientific], 10% FBS [Hyclone, Thermo Scientific], 1%
Penicillin-Streptomycin-Amphotericyn B solution [Sigma], 1!
Non Essential Amino-Acid [Hyclone, Thermo Scientific]). Bone
Marrow derived MSC (BM-MSC) were purchased from Stem
Cells, Inc (Vancouver, CA) and maintained and expanded in
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culture using MesenCultVR MSC Basal Medium completed with
Mesenchymal Stem Cell Stimulatory Supplements (Stem Cell,
Vancouver, CA) according to manufacturer’s recommendations.
Heat treatments
Different cell populations were heat-shocked at 42!C for 1 to
2 hr (5% CO2, humid atmosphere). Cells were allowed to
recover for a period of 2 hr before assessing cell viability.
Immunostaining and fluorescence activated cell
sorting (FACS) analysis
OCC were stained for the expression of CXCR4 using a rat
anti-human CXCR4 antibody (BD Biosciences, clone 12G5)
conjugated to APC and/or for EpCAM (CD326) using a
mouse anti-human EpCAM antibody conjugated to PE (Mil-
tenyi Biotec, clone HES125). Briefly, 2.105 cells were har-
vested and then blocked in PBS-5%FBS-1%BSA-10%FcR
Blocking Reagent (Myltenyi Biotec) for 30 min on ice. Cell
suspension was stained for the CXCR4-APC and/or the
EpCAM-PE or with 0.01 mg of antibody per 1.106 cells for
45 min on ice. Filtered, single-cell suspension was analyzed by
FACS on a SORP FACSAria2 (BD Biosciences). Data were
processed with FACSDiva 6.3 software (BD Biosciences). Dou-
blets were excluded by FSC-W " FSC-H and SSC-W " SSC-H
analysis, single stained channels were used for compensation,
and fluorophore minus one (FMO) controls were used for
gating. Calcein-violet-AM fluorescence was acquired with 405
nm violet laser excitation and a 450/50 nm filter emission,
eGFP fluorescence was acquired with 488 nm blue laser exci-
tation and a 488/40 nm filter emission, EpCAM (CD326)
conjugated to PhycoErythrin (EpCAM-PE) fluorescence was
acquired with a 532 nm yellow-green laser and a 582/15 nm
emission, CXCR4 (CD184) conjugated to AlloPhycoCyanin
(CXCR4-APC) was acquired with 633 nm red laser excitation
and a 670/14 nm emission. 45,000 events were acquired per
sample. Charts display the mean of fluorescence intensity
(MFI) relative to the control.
Cell viability, calcein staining
Calcein-AM indicates intracellular esterase activity. OCC
were exposed to hyperthermia as described. The cells were
then washed twice with Phosphate buffer saline (PBS). Cells
were next stained with the 2 lM of calcein-violet-AM (Molec-
ular Probes, Invitrogen, Leiden NL) for 45 min at 37! 5% CO2
according to manufacturers instructions. They were then im-
mediately analyzed by FACS on a SORP FACSAria2 (BD Bio-
science, San Jose, CA) as described.
Cytokines array
TAMC were cultivated in serum free media for 24 hr. TAMC
were then heat-shocked as described earlier. Heat-shock con-
ditioned media was collected and protein quantified based on
sample absorbance at 280 nm using nanodrop device
(Thermo-Scientific, Dubai, Emirates). 200 lg of protein was
loaded on RayBioVR Human Cytokine Antibody Array G Se-
ries 1000 (Raybiotec, Norcross, GA) according to man-
ufacturer’s instructions. Unconditioned media was used as a
negative control sample. Arrays were revealed using Horse-
Radish Peroxidase (HRP) and SuperSignal West Pico Chemi-
luminescent Substrate (Thermo-Scientific, Dubai, Emirates).
Data were collected using Geliance CCD camera (Perkin
Elmer, MA), and extracted using ImageJ software (NIH).
Briefly, the pictures of the arrays were inverted and back-
ground subtracted. We then defined the area for signal
capture for all spots as 110–120 micron diameter, using the
same area for every spot. We defined our signal as the
median pixel density value. For the comparison, the
independent arrays values were normalized on their positive
control intensity value.
Co-cultures
To demonstrate the protective effect of TAMC-eGFP or BM-
MSC-eGFP on OCC during hyperthermia, we established co-
cultures of OCC with TAMC-eGFP or BM-MSC-eGFP at a
ratio of 1:1. Co-cultures were established 24 hr prior to the
beginning of the hyperthermia assay. OCC were differenti-
ated from the TAMC or BM-MSC based on their eGFP and
EpCAM expression (CD326) (restricted to OCC in our
model). OCC were defined as the eGFP#EpCAMþ cells.
Hyperthermia assays was driven as previously described and
cell viability was assessed using calcein assay (see above). The
same experiments were performed using a 0.2 lm trans-well
system (BD Bioscience, San Jose, CA) to study the effect of
intercellular contact on survival of OCC. To avoid donor-to-
donor variability, all experiments with BM-MSC involved
two different lots of BM-MSC.
Statistical analysis
Student-t, Fisher exact or chi-square tests were performed as
appropriate. All p-values are two-sided with statistical signifi-
cance evaluated at the 0.05 alpha level. Ninety-five percent
confidence intervals (95% CI) were calculated to assess the
precision of the obtained estimates. All statistical analysis was
done using the data analysis plug-in shipped into the Excel
2008 for the Mac (Microsoft). We first calculated the var-
iance of two paired. Mean 6 SEM are shown on the graphs.
All results are representative of the indicated number of inde-
pendent experiments.
Results
Characterization of heat-shocked TAMC and MSC
The TAMC or BM-MSC were either untreated or heat-
shocked as described in ‘‘Material and Methods.’’ Phase con-
trast microscopy analysis of TAMC submitted to heat shock
for 2 hr did not display any morphological changes (Fig. 1a).
We were able to demonstrate no cytotoxic effect of hyper-
thermia on BM-MSC or TAMC (Figs. 1b–1c). We went fur-
ther and performed transcriptomic analysis of TAMC after
heat-shock. As expected, genes involved in thermotolerance
were upregulated (HSP-70, Id2). Accordingly to functional
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analysis, no genes involved in apoptosis or cell death were
upregulated (Supporting Information Table 1). We then per-
formed cytokine arrays of heat-shocked TAMC. Several cyto-
kines involved in the inflammatory response (IL2, CCL1,
CCL24 and CCL 26) as well as cytokines involved in negative
regulation of cell death and cell proliferation (IFN—gamma,
Angiogenin, BMP6, GM-CSF and GDNFm and CCl23) were
upregulated. Cytokines involved in cell death signaling such
as Fas, TNFSF18, TNFSF10C) were down-regulated (Support-
ing Information Figure 2). Comprehensive functional annota-
tion chart was obtained by clustering more than 2-fold up or
down regulated cytokines using DAVID Bioinformatic
Resources (as described in Refs. 26,27). A number of func-
tional groups or biological themes are identified as enriched
in treated TAMC compared to the untreated control (Sup-
porting Information Table 2). As shown in Figures 1d and 1e
among all cytokines tested, cytokines involved in develop-
mental process, regulation of cell death, anti-apoptosis and
cell proliferation were specifically enriched. Having demon-
strated a survival of TAMC and BM-MSC upon heat-shock
treatment, we investigated the effect of co-culture of TAMC
or BM-MSC with OCC.
TAMC and BM-MSC induced thermotolerance of OCC
The viability of OCC (SKOV3 and CaOV3) were challenged
after 30 min of hyperthermia treatment and reached a pla-
teau after 1 hr of treatment (Supporting Information Figure
3A and B). Timelapse study confirmed the kinetic observed
in the cytotoxicity assay (Supporting Information Figure 3C).
Figure 1. Effect of hyperthermia on TAMC and MSC. (a) Phase contrast analysis of the TAMC exposed to the hyperthermia for 2 hr and
allowed to recover for 2 hr. (b) Scatter plot analyzing calcein Violet staining of TAMC at 37!C (control) and at 42!C (hyperthermia) as
described in ‘‘Material and methods.’’ Briefly, the different cell populations were stained by calcein Violet AM and submitted to heat-shock
for 2 hr and allowed to recover for 2 hr, cell viability was then assessed by calcein staining using polyvariate flow cytometry.
(c) Quantification of the fluorescence intensity representing the living cells for the same experiments. (d and e) DAVID Functional
annotation clustering charts displaying function enriched in down-regulated cytokines (d) or up-regulated cytokines (e). Representative of
three independent experiences.
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For all following experiments, heat shock duration of 2 hr
with recovery period of 2 hr at 37!C was applied.
We used polyvariate flow cytometry to characterize the effect
of hyperthermia in co-culture of mesenchymal cells with OCC.
Figure 2a represents a typical scatter plot with selection of dif-
ferent sub-populations and the strategy used for analyzing OCC
viability upon hyperthermia treatment. In the co-culture con-
text, no significant increase in cell viability was observed prior
to the heat-shock (Figs. 2a and 2b). When treated at 42!C for
2 hr OCC’s viability was decreased by up to 40% (Figs. 2a and
2b). Twenty-four hours co-culture either with BM-MSC or
TAMC was able to rescue OCC from hyperthermia-induced cell
death (p < 0.05, n ¼ 5). To differentiate the role of intercellular
contact from secreted factors, we reproduced the same set of
experiments in the 0.2 lm transwell setting. The positive effect
on cell viability persisted in the absence of a direct hetero-cellu-
lar contact, highlighting the role of secreted factors in MSC
mediated thermotolerance (Figs. 2c and 2d).
CXCR4 is a determinant of MSC induced thermotolerance
In human ovarian tumor microenvironment, chemokine
CXCL12 (also known as Stromal Derived Factor 1, SDF1)
stimulates proliferation and invasion of OCC by establishing
a permissive network.28 We first investigated the expression
of one of CXCL12 receptors: CXCR4. As shown in Figure 3a,
both CaOV3 and SKOV3 cell lines exhibit a high expression
level of CXCR4. We were previously able to demonstrate that
MSC rescued OCC form hyperthermia induced cell death
(Fig. 2) here we checked whether rescued cells were express-
ing higher level of CXCR4. We first demonstrated that the
OCC were expressing CXCR4 (Fig. 3a). Using polyvariate
flow cytometry we discriminated BM-MSC-eGFP or TAMC-
Figure 2. TAMC and MCS protects tumor cells against hyperthermia. (a) Scatter plot analyzing the effect of hyperthermia on co-culture of
SKOV3 and TAMC. Ovarian cancer cells were stained with calcein violet to assess for cell viability. eGFP-TAMC were differentiated by eGFP
staining (b) Graphic representation for different hyperthermia experiments performed. The cancer cell lines were either cultured alone or
with the TAMC (or BM-MSC) before heat-treatment. Cell viability was assessed by calcein staining in the cancer cell population using
polyvariate flow cytometry as depicted in 2A. (c) Scatter plot analyzing the effect of hyperthermia on co-culture of SKOV3 and TAMC in a
transwell context. (d) Graphic representation of the same experiments. All results are representative of five different sets of experiments.
($p < 0.05).
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eGFP from OCC (CaOV3 or SKOV3) based on their eGFP flu-
orescence. Within the OCC population, we investigated the cal-
cein violet fluorescence intensity and defined two populations:
calcein low (nonviable) and calcein high (viable) (Fig. 3b).
Then we determined the CXCR4 expression level in these
two populations (Fig. 3b–3d). When co-cultivated with
TAMC or BM-MSC, both CaOV3 and SKOV3 resistant to
heat-shock exhibited a higher level of CXCR4 expression.
According to these data, CXCR4 seems to play a role in the
BM-MSC and TAMC induced thermotolerance.
CXCL12 mediates OCC thermotolerance
To further investigate the role of CXCL12 in thermotolerance
induction, we stimulated the OCC (CaOV3 and SKOV3)
with 100 ng/ml of CXCL12 24 hr prior to heat-shock. As
shown in the Figure 4a, CXCL12 stimulation does not
increase the percentage of viable cells when at 37!C. When
heat shocked, untreated OCC underwent a major hyperther-
mia induced cell death (87% of calcein high cell against 29%
after heat-shock). However, when treated with CXCL12, no
significant hyperthermia induced cell death was observed
(Figs. 4b and 4c). Hence, the CXCL12 stimulation is sufficient
to induce thermotolerance of OCC.
CXCR4 inhibition reverses MSC induced thermotolerance
As CXCL12 is sufficient to protect OCC from hyperthermia
induced cell death, we developed a strategy in which we
inhibited CXCL12 signaling. OCC/TAMC or BM-MSC co-
Figure 3. CXCR4 expression and cell viability. (a) Cytometry analysis of the SKOV3 and CAOV3 demonstrating expression of CXCR4 on both
cell lines when compared to the controls. (b) Analysis of CXCR4 expression in the hyperthermia experience. Polyvariate flow analysis was
able to demonstrate lower expression of CXCR4 on calcein-low (low viability) ovarian cancer cells. (c and d) Quantification of CXCR4 on
calcein-high and low population during hyperthermia assays in the context of single or co-culture. ($p < 0.05).
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cultures were treated with blocking CXCR4 antibody 24 hr
before heat-shock. Treatment with CXCR4 blocking antibody
did not induce any cell death prior to heat-shock on the
OCC, TAMC or BM-MSC (Figs. 5a and 5b and data not
shown). When exposed to hyperthermia OCC/TAMC or
BM-MSC co-cultures did not display major OCC death, as
shown previously. However, treatment with a CXCR4 block-
ing antibody critically sensitized the OCC in the co-culture
context (Figs. 5c and 5d). Here, we were able to demonstrate
that the MSC-induced thermotolerance relies on CXCR4/
CXCL12 signaling axis.
Discussion
In our study, we were able to demonstrate that TAMC and
BM-MSC are able to induce OCC thermotolerance.
Patients with peritoneal carcinosis have very poor survival.
Indeed the rate of recurrence is quite high even in patients
who underwent optimal debulking surgery and chemother-
apy. HIPEC efficacy has been demonstrated in carcinosis
from colon and gastric cancer.8 However, most protocols
used in the treatment of ovarian cancers failed to demon-
strate significant benefit regarding the overall survival. Ovar-
ian cancer is a different entity from digestive tract cancers.
Some investigators even consider ovarian cancer to be a peri-
toneal disease.29 Most of the patients (75%) display peritoneal
metastasis at the time of diagnosis, compared to the digestive
tract cancers (25%). Peritoneal metastasis seems to be an
early event in the natural history of the disease. Identifying
peritoneal components that play a role in therapeutic resist-
ance is therefore of essence. The role of microenvironment in
Figure 4. Role of CXCL12/CXCR4 on thermotolerance. (a) Cell viability was assessed as previously by calcein staining. Blocking monoclonal
antibodies were used at (10 lg/ml). We were able to demonstrate that treating the Ovarian cancer cells by hCXCL12 (100 ng/ml) was able
to recapitulate the thermotolerance induced by co-cultures of TAMC or BM-MSC and OCC. (b and c) Graphic representation for different
hyperthermia experiments performed. The protective effect of hCXCL12 was equivalent for SKOV3 and CaOV3. Graphs are representative of
three different experiments. ($p < 0.05).
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ovarian cancer has already been illustrated in the litera-
ture.20–22 Several studies demonstrated that mesothelial cells
from peritoneum of patients with ovarian cancer undergo
phenotypic modification. Their transcriptomic profile demon-
strated that they provide a pro-tumoral environment.30,31 In
these studies however, the tumor interacting cells were not
specifically characterized.
MSC comprise a unique population of cells playing a cen-
tral role in tissue maintenance and repair.32 These cells have
regenerative ability and multipotent capacity, and can differ-
entiate into osteocytes, adipocytes, chondrocytes or myo-
cytes.33 Their tropism toward injury sites prompted investiga-
tors to study their ability to migrate toward neoplasic lesions
considered as nonhealing wounds. Recently, it has been dem-
onstrated that MSCs are able to relocate to ovarian neoplasic
lesions, where they participate in the formation of the tumor
stroma. Kidd et al. demonstrated that the MSCs injected in
the peritoneal cavity co-localize to the ovarian tumor xeno-
grafts.34 Furthermore Lee et al.35 demonstrated that LPA is
responsible for enhanced migration of human adipocyte
derived stem cells in response to malignant ascites from ovar-
ian cancer patients through activation of LPA-receptor.
Finally Coffelt et al.36 demonstrated that an inflammatory
microenvironment promotes ovarian cancer progression
through the recruitment of MSCs in an LL-27 dependant
manner. We were recently able to demonstrate that TAMC
induce increased proliferation and chemoresistance through
IL8 and IL6 secretion and oncologic trogocytosis.23 Therefore,
Figure 5. The protective effect of TAMC or BM-MSC is induced by CXCL12. (a and b) Scatter plot analyzing the effect of hyperthermia on co-
culture of SKOV3 (OCC) with TAMC and BM-MSC respectively. OCC were stained with calcein violet to assess for cell viability. eGFP-TAMC
were differentiated by eGFP staining. The co-culture experiments were performed in the presence of CXCR4 monoclonal blocking antibodies
when indicated. (c and d) Graphic representation for the different hyperthermia experiments with CXCR4 monoclonal blocking antibodies
involving CAOV3 and SKOV3 respectively. Representative of three different experiments, blocking CXCR4 would inhibit thermotolerance
induced by TAMC or BM-MSC. ($p < 0.05).
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ovarian carcinoma.44 Several randomized trials have been
launched to determine the role of HIPEC in advanced ovar-
ian cancers. The differences in the trial outcomes between co-
lon cancer and ovarian cancer prompt us to investigate treat-
ment modalities in-vitro and in-vivo on animal models to
set-up optimal clinical trials.
Whether CXCL12 induced resistance will play a role in
the context of hyperthermia associated to chemotherapy
should be further studied. However, from our data it seems
that the inhibition of CXCL12 might provide sensitization of
OCC to hyperthermia, which might therefore be of benefit in
the context of HIPEC.
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3.3 Article 3: Les cellules endothéliales activant la protéine AKT, 
protègent les cellules tumorales des traitements conventionnels de 
chimiothérapies, par l’activation de la voie Notch. 
 
3.3.1 Résumé long. 
 
La néo-angiogenèse tumorale est un processus physiopathologique qui permet la 
formation de nouveau vaisseaux, sous l’influence du tissu cancéreux, par le recrutement 
des cellules endothéliales présentes dans le stroma 18,189. La néo-angiogenèse tumorale 
est un processus clé dans l’initiation et la progression tumorale, ainsi que dans 
l’émergence de métastases. Malgré l’efficacité de certaines molécules anti-angiogénique 
pour stopper la croissance tumorale dans le cadre d’une xenogreffe chez la souris 
immunodéprimée 18,190, les récents résultats des essais cliniques où les molécules anti- 
anti-angiogénique sont administrées aux patients simultanément à leur chimiothérapie, 
n’ont pour l’instant amené qu’une faible progression concernant la survie globale de 
patients (généralement quelque mois); la majorité des patient de la cohorte décédant 
finalement de la progression de leur maladie 286.  
De façon assez surprenante, l’inhibition de certaines voies de transduction pro-
angiogéniques peut aboutir à l’augmentation de l’envahissement tumoral et de 
l’occurrence de métastases 194,195. Ces données suggèrent que les cellules endothéliales 
ne soutiennent pas seulement la croissance tumorales en établissant des conduits passif 
prompts à délivrer de l’oxygène et des nutriments, mais sont aussi capables de produire et 
de secréter un lot spécifique de facteurs propres à promouvoir la croissance tumorale. 
Ainsi, nous proposons un mécanisme par lequel les cellules endothéliales régulent 
directement la croissance tumorale à travers la sécrétion de facteurs “angiocrines” et ce 
indépendamment de la perfusion sanguine 200,204-206. Parmi l’éventail des facteurs 
angiocrines produits, il a été démontré que l’expression des ligands de Notch est 
conservée de façon epigénétique quelque soit l’état d’activation de l’endothélium. 204. 
 
La voie de signalisation Notch régule un grand nombre d’évènements concernant la 
destinée cellulaire que ce soit durant la vie embryonnaire ou post-natale287. Cette voie est 
activée lorsqu’une cellule exprimant un ligand de la voie Notch, tel que Jagged1, Jagged2, 
DLL1, DLL2, DLL4, interagit physiquement avec une cellule exprimant un des récepteurs 
de la famille Notch (Notch 1-4). Suite à la liaison entre le ligand et son récepteur, le 
récepteur à simple domaine transmembranaire Notch est clivé séquentiellement, d’abord 
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par un métalloprotéinase extracellulaire, puis par un complexe protéique à activité γ–
secrétase. Ce double clivage enzymatique aboutit au relargage du domaine intracellulaire 
de Notch (NICD) dans le cytoplasme de la cellule cible 252. Le NICD est ensuite transloqué 
dans le noyau où il interagit avec la protéine comportant un domaine de liaison  à l’ADN : 
CSL (Rbp-Jk chez la souris, CBF1 chez l’homme), convertissant ce répresseur de 
transcription en activateur en recrutant des protéines de la famille mastermind. Les cibles 
de Notch les mieux décrites dans la littérature sont des protéines de la famille basic-helix-
loop-helix de la famille Hes et Hey 252. 
Bien que classiquement étudiée pour son rôle dans le développement embryonnaire, la 
signalisation Notch est aujourd’hui décrite comme activée de façon aberrante dans les 
cancers. Parmis les quatre récepteurs de la famille Notch, l’isoforme Notch3 est connue 
pour être amplifiée dans les adénocarcinomes séreux ovariens de haut grade 37,254,255. 
L’activation des voies de transduction dépendantes du récepteur Notch3 régule 
directement l’adhérence des cellules tumorales ovariennes aux cellules mésohéliales 
péritonéales, ainsi que la prolifération des foyers métastatiques 256.  De plus, un proto 
oncogène, la protéine Pbx1, récemment impliqué dans la survie et la prolifération des 
cellules tumorales ovariennes, a été identifié comme cible transcriptionelle du complexe 
Notch3/CSL 288.  Enfin, les patients en récurrence d’un adénocarcinome ovarien de haut 
grade possédant une amplification du gène Notch3 présentent un pronostic clinique plus 
défavorable, c’est à dire une baisse de la survie globale combinée à une baisse de la 
survie sans progression, par rapport aux patientes exprimant un taux de Notch3 
basal258,259. 
 
Dans cette étude, mous démontrons que les cellules endothéliales transduites par le gène 
E4ORF1 sont capables de protéger les cellules tumorales ovariennes des traitements de 
chimiothérapie. Cette chimiorésistance est dépendante de la voie Notch, car bloquée par 
un traitement au inhibiteurs de γ–secrétase. Nous avons pu déterminer un couple 
privilégié à l’interface cellule endothéliales cellules tumorales ovariennes représenté par le 
ligand Jagged1 et le récepteur Notch3. Nous avons pu constater que les cellules 
endothéliales E4ORF1 aussi bien que le ligand recombinant Jagged1 activaient la 
protéine Akt chez les cellules tumorales ovariennes. Enfin nous avons établi le lien entre 
la signalisation Jagged1/Notch3 et la surexpression de gène anti-apoptotique 
classiquement impliqué dans les résistances aux thérapies. 
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Introduction: 
 
Angiogenesis is a physiological process, which establish new blood vessels from pre-
existing steady state endothelial cells 18,189. Angiogenesis is a key process in tumor 
initiation as well as progression and metastasis . In spite of efficacy shown by some anti-
angiogenic agent to stop tumor growth in xenograft 18,190, recent outcomes of clinical trial in 
which anti-angiogenic agents were delivered simultaneously with chemotherapy have 
been restricted to a slight increase in patient survival, with most of the cohort dying from 
tumor progression 286.  
Surprisingly, inhibition of specific angiogenic pathways could lead to enhanced tumor 
invasiveness and metastasis occurrence 194,195. These data suggest that endothelial cells 
not only support tumor progression only by establishing passive and permissive conducts 
for delivering O2, nutrients and chemotherapy to the tumor, but also are able to secrete 
growth factors that can support organogenesis, many of which can promote cancer cell 
growth. 
Therefore, an alternative mechanism by which endothelial cells directly regulate tumor 
growth might be through the paracrine release of endothelial-derived growth factors and 
trophogens, which we refer to as ‘angiocrine factors’ as recently described in 200,204-206 . It 
has been recently demonstrated that expression of Notch ligands on endothelial cells are 
epigenetically preserve to prevent exhaustion of HSPC 204. 
 
The Notch-signaling pathway regulates a broad spectrum of cell- fate decisions during 
development and postnatal life 287. The pathway is activated when a cell expressing one of 
the Notch ligands (Jagged1, Jagged2, DLL1, DLL2, DLL4) physically interacts with a 
signal-receiving cell expressing one of the Notch receptors (Notch 1-4). Upon ligand 
binding, the transmembrane Notch receptor is cleaved sequentially, first by an 
extracellular matrix metalloprotease and then by the protease complex γ-secretase, 
releasing the Notch intracellular domain (NICD) 252. NICD then translocates to the nucleus 
where it interacts with the DNA-binding protein CSL (Rbp-Jk in mice; CBF1 in humans), 
converting it from a transcriptional repressor to activator by recruiting cofactors such as 
Mastermind-like proteins. The most prominent targets of the Notch pathway include a set 
of basic-helix-loop-helix factors of the Hes and Hey families 252. 
Although classically known for its role in embryonic development, the Notch pathway is 
now being recognized for its aberrant activation in ovarian cancer. Within all four Notch 
receptors Notch3 has been shown to be amplified in ovarian cancer and associated to its 
progression 37,254,255. Activation of Notch3 dependent pathway in ovarian cancer regulates 
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OCC adhesion to peritoneal cells and cancer cell metastatic outgrowth 256. Moreover a 
proto-oncogene Pbx1 has been recently involved in regulation of proliferation of ovarian 
cancer cell upon Notch3 activation 288. Patients with recurrent high grade serous ovarian 
adenocarcinomas showing high with high Notch3 expression had a significantly worse 
clinical outcome, including reduced overall survival and shortened progression-free 
survival than did patients with low Notch3 expressing high grade serous adenocarcinomas 
258,259. 
 
Here we show that AKT-activated endothelial cells are able to drive chemoresistance 
through Notch3 signaling. Notch3 activation by Jagged1 leads to activation of AKT and up-
regulation of key anti-apoptotic genes in ovarian cancer cells. 
 
Material and Methods: 
Patient samples, isolation of primary ovarian cancer cells, and flow cytometry: Fresh tumor 
samples were minced, and then digested for 45–60 min at 37°C with an enzyme cocktail 
under gentle agitation (Collagenase A, Dispase II and DNase I; Roche Applied Science), 
and filtered through a 30-µm strainer. Single cell suspension was placed in culture in 
M199/MCDB105 (Sigma) 20%FBS (Sigma), 10ng/ml EGF (Peprotech), 34ug/ml BPE 
(bovine pituitary extract) (Sigma), 5ug/ml insulin (Sigma), 0.5ug/ml hydrocortisone 
(Sigma), at 37 degrees, 5%CO2, humid atmosphere.   
Primary Ovarian Cancer Cell (POCC) from fresh tumor samples were quantified by 
costaining with conjugated antibodies to CD45 (2D1, BD Pharmingen) and CD326, 
EpCAM (1B7, Ebioscience). The number of functional POCCs was quantified by the 
number of CD326+ CD45- cells per sample. The intensity of both CD45 and CD326 
expression was determined by calculating the mean fluorescent intensity (MFI) with the 
FACSDiva software 6.3 (BD Biosciences). 
 
Patient samples, CNV analysis: Twenty five tumor samples were collected from 14 
patients and represented either primary ovarian tumors and/or their peritoneal metastasis. 
We used the Affymetrix Genome-Wide SNP Array 6.0 for the genomic analysis for the 
detection of copy number changes in this study. The workflow of Affymetrix Genome-Wide 
SNP Array 6.0 strictly followed the cytogenetic protocol from the manufacturer. 250 ng of 
total genomic DNA was used in the analysis. The normal controls were obtained from the 
270 HapMap samples provided by Affymetrix. Data from the SNP6.0 arrays were analyzed 
using the PARTEK Genomics Suite software with recommended normalization settings. 
Each sample was compared to a HapMap distributed baseline to identify amplified and 
Résultats.  114 
deleted regions using the circular binary segmentation algorithm within PARTEK.  
Generation and Maintenance of E4ORF1+ ECs: The adenoviral E4ORF1 gene and/or Gfp 
derived from the serotype 5 adeno- viruses were cloned into the lentivirus vector 201,250,251. 
Lentiviruses were generated by cotransfecting 15 mg of lentiviral vector, 3 mg of 
pENV/VSV-G, 5 mg of pRRE, and 2.5 mg of pRSVREV in 293T cells (passage 8–10; 
subconfluent) by the calcium precipitation method. Medium was changed 24hr after 
transfection, and supernatants were collected 40hr and 64hr after transfection. 
Supernatants were immediately sterile filtered via surfactant-free cellulose acetate 
membranes, aliquoted, and stored at !80°C. 
Once PECs were transduced with E4ORF1 gene they were then cultured in 
serum/cytokine-free X-Vivo 20 or EC medium for routine expansion. All experiments 
described herein were performed with HUVEC-derived E4ORF1-ECs, except as 
specifically noted. 
 
Cell Cultures: POCC were maintained in M199/MCDB105 (Sigma) 20%FBS (Hyclone), 
10ng/ml EGF (Peprotech), 34ug/ml BPE (bovine pituitary extract) (Sigma), 5ug/ml insulin 
(Sigma), 0.5ug/ml hydrocortisone (Sigma), 100 units penicillin-streptomycin-Amphotericin 
B (Hyclone), 2mM L-Glutamine at 37 degrees, 5%CO2, humid atmosphere. Ovarian 
cancer cell lines NIH:OVCAR3 (HTB) and SKOV3 (HTB) were maintained in DMEM high 
glucose (Hyclone) 20%FBS (Hyclone) 100 units penicillin-streptomycin-Amphotericin B 
(Hyclone), 2mM L-Glutamine. Human umbilical cord vein endothelial cells (HUVECs) were 
cultured in endothelial cell growth medium Medium 199 (Hyclone), 20% (v/v) fetal bovine 
serum (FBS) (Hyclone), 20 µg ml–1 endothelial cell growth supplement (Sigma), 1% (v/v) 
antibiotics (Hyclone), and 20 units.ml heparin (Sigma). 
 
Proliferation assay: For in vitro proliferation assays NIH OVCAR3, SKOV3 or POCC from 
ATCC were cocultured in the presence or absence of E4ORF1 ECs in serum/cytokine-free 
conditions in direct cellular contact. Subsequently, the number of proliferating cancer cells 
was determined whether by trypan blue exclusion or GFP signal quantification. 
 
Chemoresistance assay: The Calcein AM , Live/Dead (Invitrogen, Molecular probes) assay 
was used to assess cell survival. OCC line, POCC seeded on E4ORF1-ECs-GFP 
monolayer or not were plated at a density of 20.104  cells per well on a 24-well plates and 
incubated in growth medium overnight. Cells were then starved form serum and growth 
factor for additional 24h. Monoculture of OCC or POCC, or coculture with E4-ORF1-ECs 
were then treated with a mentioned dose of cisplatinum (Sigma) and Paclitaxel (Sigma) for 
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48 hours in presence or absence of 20 nM of GSI. Cell viability was assessed using 
Calcein AM , Live/Dead assay monitored by FACS (SORP-FACSARIA2, BD Biosciences) 
as described in 265. Briefly living OCC lines or POCC were quantified as the number of 
EpCAM+CD45-Calcein AM+Live/Dead- cells per sample. The intensity of both Calcein AM 
and Live/Dead was determined by calculating the mean fluorescent intensity (MFI) with the 
FACSDiva software 6.3 (BD Biosciences). 
 
Kinase array: NIH:OVCAR3 cells were used in this assay in order to produce a clearer 
response, as they over-express Notch3, and there is no a few other Notch receptors 
detected. Cells were plated in 6-well plate (Corning, NY, USA) and cultured in DMEM high 
glucose supplemented with 20% FBS until they reached 75%–80% confluence. 
NIH:OVCAR3 cells were then incubated for 24h in serum-free DMEM prior to stimulation 
with 4 µg.ml of Recombinant human Jagged 1 Fc Chimera for 2h as described in , or with 
the vehicle as the control. After that, cells were rinsed, detached, and following 
centrifugation immediately disrupted using lysis buffer. After quantification of total protein 
content from the lysates, 500µg of protein from the lysates were incubated with a pre-
blotted membrane array, as instructed by the manufacturer (R&D Systems, Minneapolis, 
USA). These membranes contain capture antibodies against various kinases 
phosphorylation sites and by this approach we could detect the phosphorylation levels of a 
set of kinases. After the incubation with the lysates, ECL reagent (Thermo Scientific 
Biotechnology, CA, USA) was added to the phospho-kinase array membrane and the 
results acquired on a CCD Camera. An internal positive control present in the array was 
used to normalize the protein levels in this assay. The phosphorylation status of each 
kinase is expressed as a ratio from the phosphorylation level from the Jagged1 stimulated 
cells and the control cells. 
 
Flow Cytometry and apoptosis array: NIH:OVCAR3 cells were used in this assay in order 
to produce a clearer response, as they over-express Notch3, and there is no a few other 
Notch receptors detected. Cells were plated in 6-well plate (Corning, NY, USA) and 
cultured in DMEM high glucose supplemented with 20% FBS until they reached 75%–80% 
confluence. 
NIH:OVCAR3 cells were then incubated for 24h in serum-free DMEM prior to stimulation 
with 4 µg.ml of Recombinant human Jagged 1 Fc Chimera for 2h as described in , or with 
the vehicle as the control. After that, cells were treated with 90µM Cisplatinum and 6nM of 
paclitaxel for 48 hours. Afterward cells were rinsed, detached, and following centrifugation 
immediately stained as described in the chemoresistance assay section. Remaining living 
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cells were sorted on a SORP-FACS-ARIA2 (BD Biosciences, Dubai). After that, cells were 
rinsed, and following centrifugation immediately disrupted using lysis buffer. After 
quantification of total protein content from the lysates, 500µg of protein from the lysates 
were incubated with a pre-blotted membrane array, as instructed by the manufacturer 
(R&D Systems, Minneapolis, USA). Data acquisition and results analysis are conducted 
according to the previous section. 
 
Results: 
 
Notch3 is amplified in ovarian cancer primary tumors and metastasis : 
SNP arrays were used to search for genome-wide DNA copy number alterations in 25 
high-grade ovarian serous carcinomas form both primary tumors and metastasis. We 
found several distinct amplifications on chromosome 19 specific to high-grade serous 
carcinomas. Among them, amplification of NOTCH3 was present in 55% of primary tumors 
sample tested (peak copy number changes: 13.43) (Figure 1.A). Surprisingly, NOTCH3 
amplification was conserved in peritoneal metastasis (peak copy number changes: 7.78) 
(Figure 1.A). In order to study the role of the endothelial niche on promoting OCC 
chemoresistance through Notch signaling, we then checked the expression of Notch3 
protein on two ovarian cancer cell line (OCC) (NIH:OVCAR3 and SKOV3) and on primary 
ovarian cancer cells (POCC). As described in 255,256 we demonstrated that NIH:OVCAR3 
are expressing a high amount of Notch3 protein, five patients samples were tested and all 
were expressing a high amount of Notch3, whereas SKOV3 does not express a significant 
amount of this protein. For the rest of the study we chose to exclusively use the 
NIH:OVCAR3 cell line and our five-selected POCC (Figure 1.B). 
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In order to study the role of Notch signaling, we checked the expression of the 
Notch ligand on our E4ORF1-PEC. Upon AKT activation PEC are overexpressing the 
whole Notch ligand familiy 204 at the mRNA level, we found by FACS analysis that among 
all the notch ligand, Jagged1 is expressed the most (Figure 1C). Taken together, these 
data indicates that the Notch3/Jagged1 axis seems to be a strong candidate to study the 
role of the vascular niche on promoting OCC chemoresistance through Notch signaling. 
 
 
 
 
 
Figure 1 : Ovarian cancer cells overexpress Notch3, while E4ORF1-PEC 
overexpress Jagged1. 
A.CNV analysis conducted on both ovarian cancer primary tumors and peritoneal 
metastasis. Notch3 gene is amplified in most of the samples tested. Interestingly, 
Notch3 amplification is conserved in peritoneal metastasis. B. FACS analysis of Notch3 
expression on OCC and POCC. NIH:OVCAR3 expresses Notch3 protein, whereas 
SKOV3 shows a dim expression of this gene. POCC express Notch3 C. FACS analysis 
of Notch ligand expression on E4ORF1-PEC.  
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E4ORF1-PEC promotes chemoresistance of OCC in a contact dependant manner. 
We questioned the ability of E4ORF1-PEC to promote chemoresistance of OCC (eg 
NIH:OVCAR3). OCC were seeded directly onto the plastic dish or on a E4ORF1-PEC 
monolayer. OCC or OCC cocutlivated with E4ORF1-PEC were then treated with 90%M of 
cisplatinum and 6nM of Paclitaxel. We were able to demonstrate using Calcein/Live Dead 
–based cell viability assay that when OCC, when cocultivated with E4ORF1-PEC, survived 
3 times more than the control (32.4% of living OCC vs 8.87% in the control) (Figure 2.A 
and 2.B). To check if this ability was dependent on a secreted factor or on cell-cell 
interaction, we repeated the same experiment using conditioned media of E4ORF1-PEC 
and conditioned media of OCC as a control. As shown in Figure 2.C, neither conditioned 
media of E4ORF1-PEC nor conditioned media of OCC were able to protect OCC from 
 
 
Figure 2 : E4ORF1-PEC promote OCC chemoresistance in a contact dependant 
manner. 
A. FACS analysis of OCC viability. OCC were seeded on plastic or E4ORF1-PEC 
monolayer and treated for 48 hours with 90 mM cisplatinum and 6 nm Paclitaxel. 
Coculture with E4ORF1-PEC promotes OCC chemoresistance B. Quantification of 
viability assay, experiment was run three times. C. FACS analysis of OCC viability, OCC 
were cultivated in presence of E4ORF1-PEC conditioned media, or in OCC conditioned 
media as a control and treated for 48 hours with 90 mM cisplatinum and 6 nm Paclitaxel. 
Conditioned media of E4ORF1-PEC failed to promote OCC chemoresistance, therefore 
E4ORF1-PEC promote chemoresistance in a contact dependant manner. 
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chemotherapy-induced cell death. Therfore, E4ORF1-PECs are able to promote OCC 
resistance to conventional chemotherapy in a contact dependent manner. 
 
E4ORF1-PEC promotes POCC chemoresistance through Notch signaling. 
In order to check Notch signaling involvement in promoting OCC chemoresistance to 
conventional chemotherapy, we selected 5 patients expressing high level of Notch3 
protein (data not shown). We repeated our cell viability assay after treatment with 90%M 
cisplatinum and 6nm of Paclitaxel. We were able to show that E4ORF1-PECs are able to 
promote a 4-fold increase of cell viability of POCC (Figure 3.A and 3.B). This induction of 
chemoresistance was inhibited when the cancer cells were treated with 20%M of Gamma 
Secretase Inhibitor (GSI) prior chemotherapy (Figure 3.A and 3.B). GSI is a potent inhibitor 
 
Figure 3 : E4ORF1-PEC promote POCC chemoresistance through Notch 
signaling. 
A. FACS analysis of POCC viability. OCC were seeded on plastic or E4ORF1-PEC 
monolayer and treated for 48 hours with 90%M cisplatinum and 6nm Paclitaxel. 
Coculture with E4ORF1-PEC promotes POCC chemoresistance. Treatment with 20 
%M of Gamma-Secretase Inhibitor (GSI) restore POCC sensitivity to chemotherapy B. 
Quantification of Cell viability, n=5 patients. 
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of total Notch signaling, taken together, these data indicates that E4ORF1-PEC promote 
chemoresistance of primary OCC, in a contact dependent manner, through activation of 
Notch signaling. 
 
E4ORF1-PEC activates AKT in OCC. 
E4ORF1-PEC promotes chemoresistance of primary OCC, in a contact dependent 
manner, through activation of Notch signaling. In order to understand the molecular that 
take place upon E4ORF1-PEC interaction with OCC, we decided to study the 
phosphorylation status of kinases targeted by Notch signaling after coculture of 
NIH:OVCAR3 with E4ORF1-PEC. 
We were able to notice upon E4ORF1-PEC interaction with NIH:OVCAR3, p38 alpha 
(T180/Y182), ERK1/2 (T202/Y204, T185/Y187) were phosphorylated twice more than in 
the OCC monoculture (Figure 4.B and 4.C). AKT, key kinase involved in cell survival, was 
phosphorylated on S473 four times more than in the control. Taken together, these results 
show that there was a set of kinases involved in cell survival phosphorylated upon 
 
 
Figure 4 : E4ORF1-PEC induce phopshorylation of key kinases in OCC. 
A. FACS plot showing the setting used for cell sorting. OCC were defined based on 
their EpCAM expression, E4ORF1-PEC were discriminated on their GFP expression. 
B. Analysis of kinases phoshorylation. E4ORF1-PEC contact with OCC triggers the 
phosphorylation of GSK3 alpha/beta, AKT, ERK1/2, and p38 alpha C. Quantification of 
phosporylation level (arbitrary unit), n=3. 
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E4ORF1-PEC interaction with NOH:OVCAR3. Interestingly these kinases, especially AKT, 
are known to be the downstream effectors of Notch signaling.  
As we suggested in figure 1, Jagged1 seems a strong candidate to explain the effect of 
E4ORF1-PEC on OCC. Therefore, we investigated the effect of Jagged 1 on OCC 
resistance to therapy. 
 
Notch3 ligand Jagged1 promote OCC chemoresistance and phosphorylation of key 
kinases in OCC. 
We decided to check if the activation of Notch signaling in OCC was sufficient to trigger 
chemoresistance of OCC. We chose to use NIH:OVCAR3, and stimulated them with 
4%g.ml of recombinant human Jagged1 for 2 hours prior treatment with chemotherapy 
(with 90 %M cisplatinum and 6 nm Paclitaxel) for 48 hours. As shown in Figure 5.A, there is 
 
 
Figure 5 : Notch3 ligand Jagged1 promotes OCC chemoresistance and 
phopshorylation of key kinases in OCC. 
A. FACS analysis of OCC viability. OCC were stimulated with 4%g.ml of human 
recombinant Jagged1 or vehicle 6 hours prior treatment for 48 hours with 90 %M 
cisplatinum and 6 nm Paclitaxel. Jagged1 stimulation promotes OCC chemoresistance. 
B. Quantification of OCC viability, n=3 experiments. C. Analysis of kinases 
phoshorylation. OCC sitmulation with human recombinant Jagged1 triggers the 
phosphorylation of GSK3 alpha/beta, AKT, ERK1/2, and p38 alpha C. Quantification of 
phosporylation level (arbitrary unit), n=3. 
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no statistical difference regarding cell viability when NIH:OVCAR3 were treated by 4µg.ml 
of human recombinant Jagged1 in absence of chemotherapy (Figure 5.A and 5.B). 
However, when exposed to chemotherapy, Jagged1 simulated OCC displays a 2.5 fold 
higher cell viability (Figure 5.A and 5.B). As described in 289,290, notch signaling activation 
leads to p38 alpha phosphorylation on T180/Y182, ERK1/2 on T202/Y204 and T185/Y187, 
and Akt phosphorylation on S473. Therefore, recombinant human Jagged1 stimulation of 
OCC is able to mimic the effects induced by E4ORF1-PEC. Since Jagged1 stimulated 
OCC resist to chemotherapy more than their control counterpart, and activate pro-survival 
kinases, we investigated which pro- or anti-apoptotic genes are regulated by Jagged1 
stimulation. 
 
Notch3 ligand Jagged1 up-regulates a set of anti-apoptotic proteins in 
chemotherapy-treated OCC. 
We demonstrated that both E4ORF1_PEC and Jagged1 stimulation of OCC lead to OCC 
résistance to chemotherapy. 
We speculated Jagged1-induced chemoresistance is a consequence of AKT protein and 
upregulation of anti-apoptotic proteins. Therefore, we sorted the remaining living cells after 
treatment with 90µM Cisplatinum and 6nm Paclitaxel, and ivestigate the differential 
expression of proteins involved in apoptosis between OCC pre-treated with 4 µg.ml of 
human recombinant Jagged1 and the control (Figure 6.A). We were able to demonstrate 
that a set of anti-apoptotic was upregulated in alived OCC after chemotherapy when they 
were pre-treated with Jagged1. Among these anti-apoptotic proteins, we noticed an up-
regulation of 5-fold of Clusterin, 2-3 fold upregulation of Bcl-X, Bcl-2, XIAP, cIAP1, and 
Survivin (Figure 6.B). We also noticed a severe down-regulation of several pro-apoptotic 
proteins, like Bax and Bad, and the cleaved form of Caspase 3 (Figure 6.B). Taken 
together, these data suggests that Jagged1 enhance OCC resistance to chemotherapy 
through inhibition of apoptosis.  
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Figure 6 : Notch3 ligand Jagged1 upregulates a set of antiapoptotic proteins in 
chemotherapy-treated OCC. 
A. FACS plot showing the setting used for cell sorting. Living OCC were defined 
based on Calcein/Live Dead staining, living OCC were defined as Calcein positive 
and Live Dead negative (red population on the plot). B. Analysis of proteins 
expression. Upper panel, quantification of anti-apoptotic proteins expression relative 
to the untreated control (arbitrary unit, n=3). Upper panel, quantification of anti-
apoptotic protein expression relative to the untreated control (arbitrary unit, n=3). 
Lower panel, quantification of pro-apoptotic proteins expression relative to the 
untreated control (arbitrary unit, n=3).  
 
Résultats.  124 
Discussion : 
In most patients, ovarian carcinoma is diagnosed at an advanced stage and is treated with 
platinum-based chemotherapy after cytoreduction surgery. Unfortunately, acquisition of a 
chemoresistant phenotype in tumors is almost inevitable and ultimately leads to clinically 
incurable disease. Understanding and targeting the molecular underpinnings of recurrent 
disease continues to be the principal challenge in cancer research 291. In this study we 
provide evidence that AKT-activated endothelial cells though Jagged1/Notch3 signaling 
participates in the development of recurrent ovarian serous carcinoma probably through 
enhancing cisplatin and taxol resistance in tumor cells.  
The present study indicates that ECs are not passive conduits that support the delivery of 
oxygen and nutrients but also through production of EC-derived angiocrine factors are 
able to participate to ovarian cancer resistance to therapy. AKT-activated EC upregulates 
notch ligands, among those we showed that Jagged1 expressed on EC through Notch3 
signaling is able to drive resistance of OCC. Further, we show that Jagged1/Notch3 
mediated chemoresistance occurs primarily by phosphorylation of AKT (Ser473), ERK1/2 
(T202/Y204, T185/Y187). These two kinases have been critically involved in cell survival 
upon chemotherapy, and have been recently described as downstream target of Notch 
signaling 292,293. Phosphorylation of these key kinase leads to upregulation of key anti-
apoptotic genes (BCL-2, BCL-Xl Survivin), classicaly involved in resistance to platinum 
based therapy and paclitaxel 294,295.  
The interaction between cancer cells and the surrounding stroma is increasingly becoming 
a focus of study in cancer research due to its role in tumor progression. This tumor-
associated stroma is composed primarily of endothelial cells, which are necessary for 
tumor angiogenesis, and fibroblasts, which can secrete growth factors to the adjacent 
cancer cells. Recent reports suggest that Notch signaling can occur between tumor and 
stromal cells in some malignancies 296,297, indicating that targeting the Notch-ligand 
interaction in endothelial cells can have therapeutic applications. In addition, studies have 
shown that Jagged1 expression is crucial for normal vascular development during 
embryogenesis and that mutations of the JAGGED1 gene can cause Alagille syndrome, a 
disease characterized by, among other deformities, congenital heart defects 298,299. In our 
study, we found that selectively targeting Jagged1-induced notch signaling impairs the 
ability of AKT-activated endothelial cell to promote chemoresistance of ovarian cancer 
cells.  
Chemoresistance remains a persistent obstacle in the treatment of ovarian cancer. 
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Although the clinical behavior of ovarian cancer suggests that most cancer cells are 
initially sensitive to chemotherapy, they subsequently either develop resistance or contain 
a population of cells that are inherently resistant. The latter hypothesis is consistent with 
what has become known as cancer stem cells or cancer initiating cells (CIC). These CICs 
are commonly believed to have enhanced tumorigenicity, differentiation capacity, and 
resistance to chemotherapy in comparison with non-CICs. It is because of these features 
that CICs have been examined for molecular pathways and markers that could be targeted 
for therapeutic purposes. Recent studies have shown that the ancient developmental 
pathways Hedgehog, Wnt, and Notch play important roles in the maintenance of CICs and 
that inhibiting these pathways may provide enhanced chemosensitivity when combined 
with traditional chemotherapies 300-303. In our study, we sought to determine the 
mechanism whereby Jagged1, a Notch ligand, might sensitize ovarian cancer cells to 
cisplatinum and taxanes-based therapy.  
Collectively, the data presented in this study show that the Notch ligand Jagged1 
contributes to cisplatinum–taxane resistance, and targeting Jagged1/Notch3 in ovarian 
cancer cells as well as in surrounding stroma could significantly reduces relapse rate 
through platinum taxane-sensitizing effects. With the ability to identify subsets of cancer 
patients with Notch3 overexpression, antagonism of this signaling molecule could 
ultimately provide a useful therapeutic strategy for ovarian cancer. 
Reference : 
Les références sont incluses dans la bibliographie du manuscrit de thèse. 
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4 Discussion. 
 
Le microenvironnement tumoral ovarien influence grandement la croissance de la tumeur, 
sa progression et la dissémination métastatique. Il peut, par ailleurs, limiter l’accès aux 
thérapies, altérer le métabolisme des drogues et contribuer au développement d’une 
résistance aux chimiothérapies 123,128,173,179,182,185,187,265-267,282,285. Par son rôle actif dans le 
développement tumoral, les éléments composant le microenvironnement tumoral sont 
devenus des cibles thérapeutiques très attractives. Une modification des interactions 
tumeur-hôte pourrait être importante dans la prévention voire l’inhibition des résistances 
aux thérapies.  
Durant ce travail de thèse nous nous sommes intéressés tout particulièrement à deux 
composants clés du stroma tumoral : les cellules souches mésenchymateuses et les 
cellules endothéliales. 
 
4.1 Discussion sur l’impact des cellules souches mésenchymateuses 
sur la biologie des tumeurs ovariennes. 
 
Concernant les cellules souches mésenchymateuses, nous avons pu tout d’abord montrer 
in vitro que lorsqu’elles étaient cultivées en présence de cellules tumorales ovariennes, 
celles-ci développaient leur pouvoir métastatique. Nous avons défini le pouvoir 
métastatique des cellules tumorales ovariennes comme la somme de propriétés 
différentes telles que la capacité à adhérer à la matrice extracellulaire, la capacité à 
envahir celle-ci, la prolifération des cellules malignes et enfin leur habilité à résister aux 
traitements de chimiothérapies. Cette somme de propriétés est nécessaire et suffisante à 
l’émergence chez la patiente d’une maladie métastatique résiduelle 264. 
Les cellules souches mésenchymateuses sont capables d’augmenter le pouvoir 
métastatique de deux lignées tumorales ovariennes distinctes (NIH:OVCAR3 et SKOV3), 
nous avons voulu corréler cette augmentation de pouvoir métastatique à des modifications 
transcriptomiques chez les cellules tumorales. 
Contrairement aux résultats attendus, et ce malgré des tests fonctionnels concordants, les 
profils transcriptomiques induits par les cellules souches mésenchymateuses se sont 
révélés distincts dans les deux lignées tumorales ovariennes considérées. Ceci constitue 
une des limites de notre étude. Il est envisageable que l’utilisation de lignées aux 
caractéristiques différentes ne permette pas d’obtenir une signature transcriptomique 
Discussion. 127 
partagée, semblable, en réponse à un même stimulus. Récemment le TCGA a publié ses 
travaux de caractérisation avancée des adénocarcinomes ovariens séreux. Ils sont 
capables, sur la base de profilage transcriptomique, d’établir différentes entités présentes 
au sein des adénocarcinomes ovariens séreux. Ils décrivent quatre groupes, différencié 
(caractérisé par l’expression de MUC1, MUC16 et SLP1), immunoréactif (caractérisé entre 
autre par l’expression de CXCL10, CXCL11 et CXCR3), mésenchymateux (expression 
élevée des gènes de la famille HOX, ANGTL1 et 2) ou encore prolifératif (haute 
expression d’HMGA2, SOX11, MCM2, PCNA) 37. Les différences obtenues entre 
NIH:OVCAR3 et SKOV3 pourraient donc s’expliquer par le fait que ces deux lignées 
représentent deux entités distinctes d’adénocarcinomes ovariens séreux. Il nous semble 
donc important pour la suite de l’étude, (i) d’identifier à quelle entité appartiennent les 
lignées tumorales que nous avons à notre disposition, (ii) homogénéiser nos résultats en 
choisissant des lignées tumorales ovariennes appartenant à la même entité. 
Une fois les résultats homogénéisés une validation fonctionnelle, in vitro and in vivo des 
cibles identifiées sera requise. Cependant par notre démarche, et ce de façon assez 
intéressante, nous avons pu identifier certaines cibles déjà décrites dans la littérature. 
Ainsi nous avons démontré que les cellules tumorales NIH : OVCAR3, lorsqu’elles sont 
cultivées en présence de cellules souches mésenchymateuses, voient leur pouvoir invasif 
augmenter. Cette augmentation de la capacité à envahir la matrice extracellulaire est 
corrélée à la diminution de la protéine matricielle extracellulaire SPARC.  
Les cellules souches mésenchymateuses lorsqu’elles sont recrutées au niveau du stroma 
tumoral sont capables d’augmenter l’agressivité des tumeurs ovariennes par la sécrétion 
de LPA 174,175,180. La migration et l’invasion induite par le LPA secrété par les cellules 
souches mésenchymateuses peuvent être inhibées par la protéine SPARC 304. Ainsi la 
diminution de l’expression de SPARC par les cellules tumorales ovariennes NIH : 
OVCAR3 est un signe clair de l’induction par les cellules souches mésenchymateuses 
d’un pouvoir métastatique renforcé 305,306. 
Nous avons pu aussi identifier une autre cible de choix. En effet, en co-culture, 
l’expression du récepteur CXCR4 par les cellules tumorales ovariennes est augmentée. 
Le ligand du CXCR4 est le CXCL12 (aussi connu sous le nom de SDF1). Cette cytokine 
est impliquée de façon majeure dans les phénomènes de migration, d’invasion et 
d’initiation de la métastase 181,183,184. Cette augmentation de l’expression du récepteur à 
cette cytokine pro-inflammatoire et pro-tumorale pourrait rendre la cellule tumorale 
ovarienne plus « sensible » au stimulus pro-tumoral délivré par les cellules souches 
mésenchymateuses.  
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Le CXCL12 est une molécule pivot dans la physiologie des tumeurs ovariennes, capable 
d’induire la survie des cellules malignes, leur prolifération ou encore renforcer leur 
interaction aux cellules mésothéliales péritonéales, elle constitue une molécule de choix 
dans l’étude la maladie ovarienne résiduelle et métastatique 274. 
Malgré son rôle proéminent sur la biologie des tumeurs d’origines ovariennes, il existe 
encore peu d’études s’intéressant au rôle du CXCL12 sur les résistances aux thérapies 
anticancéreuses. 
 
Dans la deuxième partie de ce travail de thèse nous nous sommes intéressés au rôle du 
CXCL12 sur l’émergence des résistances à une alternative thérapeutique dans les 
cancers de l’ovaire : la chimiothérapie intra-péritonéale hyperthermique 307. La 
chimiothérapie intra-péritonéale hyperthermique présente deux avantages majeurs. Le 
premier est le mode de délivrance du médicament au sein même de la cavité péritonéale. 
Le second est le choc thermique induit sur les cellules tumorales. Ce choc thermique est 
d’une part toxique pour les cellules tumorales : l’augmentation de la température, conduit 
à l’agrégation des protéines dans le cytoplasme, l’acidification de celui-ci, le renforcement 
de l’interaction protéines-ADN par changement de conformation conduisant à l’occurrence 
d’évènements clastogènes. Ce choc thermique agit, d’autre part, en synergie avec les 
thérapies à base de sels de platines. En effet l’augmentation de la température 
intranucléaire renforce l’interaction des adduits de platine avec leur ADN cible, 
augmentant ainsi la cytotoxicité du sel 308. 
 
Cependant les résultats des différents essais cliniques utilisant la chimiothérapie intra-
péritonéale hyperthermique, n’ont pas rencontré les résultats escomptés 279,280.  
Bien que l’hyperthermie seule ne constitue pas une modalité thérapeutique, nous avons 
voulu dans le cadre de ce travail, démontrer qu’il existe dans le microenvironnement 
tumoral une source de résistance à cette alternative thérapeutique. 
Nous avons tout d’abord pu démontrer que, contrairement aux cellules tumorales 
ovariennes, les cellules souches mésenchymateuses ne sont pas sensibles aux chocs 
hyperthermiques. Une des raisons pour lesquelles les cellules souches 
mésenchymateuses ne sont pas affectées par ce stress, pourrait être leur relatif état de 
quiescence. En effet, puisque le choc hyperthermique a pour conséquence la création de 
cassures simple- et double-brin de l’ADN, la quiescence des cellules souches 
mésenchymateuse leur permettrait d’échapper à la mort cellulaire programmée par défaut 
de réparation. 
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Nous avons pu ensuite montrer que, lorsque les cellules tumorales ovariennes sont 
cultivées en présence de cellules souches mésenchymateuses, les cellules malignes 
étaient moins sensibles à la mort cellulaire liée à l’hyperthermie. L’action protectrice des 
MSC serait en grande partie dirigée par la cytokine CXCL12, étant donné que l’ajout d’un 
 
Figure 16: Schéma récapitulatif des résultats obtenus sur l’effet des MSC sur la 
biologie des cellules tumorales ovariennes. 
Les cellules en bleu représentent les cellules tumorales ovariennes. Les cellules en 
vert représentent les cellules souches mésenchymateuses. Les gènes surexprimés 
dans les cellules tumorales ovariennes sous l’effet des MSC sont représentés en rouge, 
tandis que les gènes sous-exprimés sont représentés en vert. 
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anticorps monoclonal bloquant le principal récepteur du CXCL12 est capable de reverser 
le phénomène de thermo-tolérance 265. 
On peut entrevoir au moins deux limites à ce travail. Tout d’abord nous avons, durant 
cette étude, utilisé exclusivement des lignées de cellules tumorales ovariennes, plus 
particulièrement SKOV3 et CaOV3. Ces deux lignées exhibent une résistance accrue aux 
thérapies standard. On notera que celles-ci résistent aux doses de sel de platine 
cliniquement administrées. Puisque l’un des mécanismes par lequel l’hyperthermie exerce 
son effet cytotoxique est partagé avec les mécanismes d’action des sels de platines, on 
peut envisager que les lignées tumorales que nous avons utilisées présentent aussi une 
résistance accrue au stress hyperthermique.  Ainsi répéter ces expériences en utilisant 
des cellules tumorales ovariennes primaires nous permettrait de comprendre la régulation 
fine de la protection apportée par les cellules souches tumorales ovariennes. 
La deuxième limite de cette étude, est sa restriction à l’étude d’un phénomène in vitro. En 
effet, la compréhension de toute forme de résistance pharmacologique nécessite la mise 
au point d’un modèle animal. La mise au point d’un modèle animal, nous permettrait, tout 
d’abord d’insérer une hétérogénéité de traitement sur les cellules tumorales. On peut 
envisager que le stress hyperthermique ne se propage pas de façon uniforme au sein d’un 
nodule tumoral, on peut aussi, de la même manière, estimer que le CXCL12 secrété par 
les cellules souches mésenchymateuses ne diffuse pas de manière homogène. Il est donc 
certain que la suite de ce travail s’attachera à créer un modèle de thérapie par 
hyperthermie chez le petit animal en carcinose péritonéale. 
 
Nous avons donc pu démontrer que les cellules souches mésenchymateuses participent à 
la progression tumorale et à l’émergence de résistance aux traitements. Cependant, 
l’utilisation du type cellulaire souche mésenchymateux peut être sujet à controverse, du 
moins à discussion. Bien que le concept de cellules souches mésenchymateuses soit 
aujourd’hui communément accepté dans la communauté scientifique, leur phénotype, 
leurs origines ainsi que leurs fonctions restent très élusives. De nombreux groupes 
travaillant sur ce type cellulaire ont pu générer des résultats extrêmement différents ne 
serait-ce que sur la capacité des cellules souches mésenchymateuses à s’auto-
renouveler, ou encore sur l’éventail de leur multi-potence (revu dans 309). 
Les divergences concernant les résultats obtenus sur les MSC peuvent s’expliquer, au 
moins partiellement, par la présence au sein des cultures cellulaires, d’un pool de 
précurseurs hétérogènes en terme de nature et d’origine bien qu’ils semblent similaires 
sur la base de l’expression de marqueurs membranaires in vitro. Toutefois, cette 
hétérogénéité des MSC peut être évidente à un certain degré, par exemple il n’est pas 
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rare d’observer en culture la présence de clones présentant des différences de 
morphologies 310-312, de prolifération 312, de capacité à se différencier 311 ou à générer des 
implants osseux en injection ectopique 312,313. 
L’isolation de clones de cellules stromales mésenchymateuses à partir de cordons 
ombilicaux, ou de membrane fœtale, a pu nous montrer, d’une part que ces clones 
présentent une grande variabilité en terme de capacité à se différencier et à s’auto-
renouveler ; et d’autre part ces différents génèrent des cellules filles qui au fil des 
générations vont perdre peu à peu leur caractère multipotent 314. 
L’ensemble de ces données suggèrent que ce que nous appelons de façon 
conventionnelle les cellules souches mésenchymateuses proviennent, du moins 
contiennent, un pool de précurseurs mésenchymateux ou de cellules souches, qui 
pourraient être organisé hiérarchiquement, de façon analogue aux autres systèmes 
«souches» décrits dans la littérature.  
 
Au delà des cellules souches mésenchymateuses, certains groupes de recherche 
suggèrent qu’il existe un groupe de cellules adultes multipotentes capables de générer in 
vitro l’intégralité des trois feuillets embryonnaires. Ces cellules souches multipotentes 
adultes, résideraient à l’instar des cellules souches mésenchymateuses, au sein de 
nombreux tissus, et pourraient donc contaminer les protocoles d’isolation des MSC. 
Cependant, il est important de souligner que l’existence de ces cellules souches 
multipotentes adultes 315-317 demeure à ce jour une théorie controversée, du fait de 
l’absence de description précise de leurs propriétés biologiques, et d’une caractérisation 
détaillée. 
Une considération importante à prendre en compte est, qu’en plus d’exhiber des 
morphologies différentes en culture ou des capacités de différentiation assez variées 310-
312, les cellules souches mésenchymateuses isolées de différents tissus embryonnaires, 
post-nataux ou encore adultes, présentent des profils transcriptomiques assez distincts318-
320. Ces résultats suggèrent que ce que nous appelons conventionnellement les cellules 
souches mésenchymateuses, lorsqu’elles sont isolées de tissus différents, puis 
sélectionnées sur leur capacités à adhérer, ou par d’autres méthodes de culture, ne 
constituent pas forcement un type cellulaire à part entière et pourraient exhiber des 
propriétés biologique assez différentes. 
Collectivement, ces travaux démontrent que les cellules souches mésenchymateuses, ou 
plutôt les cellules stromales mésenchymateuses, pourraient provenir d’une panoplie de 
précurseurs multipotents tissus-spécifiques résidants au sein des tissus adultes, et 
présenteraient des degrés divers de plasticité et d’auto-renouvellement.  
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L’identité assez élusive du type cellulaire souche mésenchymateux, limite grandement 
l’étude de son rôle sur la biologie des tumeurs, solides ou d’origine hématopoïétique, et 
explique en partie la variété, voir les contradictions, des résultats publiés dans la littérature 
scientifique. 
Un des défis à relever pour comprendre l’impact réel des cellules souches 
mésenchymateuses sur la biologie des tumeurs sera (i) de définir une équivalence 
biologique ainsi qu’une organisation hiérarchique entre les précurseurs mésenchymateux 
isolées à partir des différents organes, (ii) de comprendre leur origine développementale, 
et (iii) de caractériser leur propriétés de différenciation ainsi que leur contribution exacte à 
l’homéostasie tissulaire. 
 
4.2 Discussion sur le rôle des cellules endothéliales sur l’émergence 
de résistance aux chimiothérapies. 
 
Notre travail sur le rôle des cellules endothéliales sur l’émergence de résistance aux 
chimiothérapies, nous a permis de montrer que l’activation de la niche vasculaire par la 
protéine AKT conduit à l’expression de facteurs angiocrines, comme par exemple les 
ligands des récepteurs Notch, et en particulier Jagged1. 
D’un autre coté nous avons identifié que les cellules tumorales ovariennes amplifient le 
gène Notch3, que ce soit au niveau de la tumeur primaire ou de la métastase péritonéale. 
Nous nous sommes donc posé la question du rôle de l’axe Jagged1/Notch3 sur 
l’émergence de résistance aux traitements. 
La co-culture de cellules tumorales ovariennes primaires avec des cellules endothéliales 
E4ORF1, leur confère une résistance au traitement conventionnel de chimiothérapie, à 
savoir une association entre des sels de platines et des taxanes. Cette chimiorésistance 
est inhibée, du moins in vitro, par l’utilisation d’inhibiteur de γ-secrétase. Ce résultat 
démontre que les cellules endothéliales E4ORF1 protègent les cellules tumorales 
ovariennes par l’activation de la voie Notch (Figure 17). 
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Nous avons pu aussi montrer que l’activation de la voie Notch par des traitements avec du 
ligand Jagged1 recombinant, conduit à l’activation de voies anti-apoptotiques, en 
particulier, la voie AKT, et des voies dépendantes de Bcl-2 (Figure 17). 
 
Une des limites de ce travail est de n’avoir pas su identifier Jagged1 comme le ligand de 
choix exprimé par les cellules endothéliales E4ORF1. L’utilisation d’ARN interférant ciblant 
Jagged1 dans le compartiment vasculaire est assez délicate, en effet il s’avère que 
l’expression de ce ligand est essentielle pour le développement vasculaire et la survie des 
cellules endothéliales 321-323. Afin de comprendre clairement le rôle de Jagged1 dans 
l’émergence des résistances aux chimiothérapies, il sera impératif de créer un modèle 
d’extinction conditionnelle de cette protéine, en utilisant par exemple un ARN interférant 
place sous le contrôle d’un système d’expression inductible à la tétracycline. 
La création d’un modèle murin sera aussi mise en œuvre, ou l’activation d’AKT de la niche 
vasculaire sera dirigée cette fois ci, non pas par le gène de l’adénovirus E4ORF1, mais 
par la forme myristoilee, constitutivement active de la protéine AKT. 
 
Ainsi en plus d’orchestrer la réponse immunitaire anti-tumorale, de participer à la néo-
angiogenèse tumorale, nous proposons un mécanisme indépendant de la perfusion, par 
lequel les cellules endothéliales, régulent directement la croissance tumorale : la 
production de facteurs angiocrines pro-tumoraux 324. La transformation maligne est 
souvent associée à la réactivation de voies de transduction régulant les processus 
 
Figure 17: Schéma récapitulatif des résultats obtenus sur l’effet des E4ORF1-PEC 
sur l’émergence de résistances aux thérapies. 
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développementaux lors de l’organogenèse 325. Des données issues de modèles murins 
suggèrent que lors du développement embryonnaire le développement de la vasculature 
précède la spécification d’un organe 326,327, soulevant la possibilité que les cellules 
endothéliales pourraient initier les phénomènes de différenciation, de spécification et 
d’organogenèse. Par exemple, les cellules endothéliales exprimant le récepteur tyrosine 
kinase VEGFR2 sont capables d’établir une niche vasculaire qui, en produisant un jeu de 
facteurs angiocrines et de composants de la matrice extracellulaire tels que la laminine, 
induisent et dirigent l’organogenèse pancréatique et hépatique 326,327. Ces données 
indiquent que durant le développement embryonnaire l’interaction directe entre les cellules 
endothéliales et les cellules d’un tissu donné régule les processus d’organogenèse. 
Par extension, la proximité des cellules endothéliales avec les cellules souches, de 
certains progéniteurs ou de leurs équivalents malins, suggère que la production de 
facteurs angiocrines pourrait réguler l’homéostasie des compartiments souches. La 
première démonstration de ce concept a été la conception d’un modèle murin dans lequel 
les cellules endothéliales sinusoïdales médullaires, lorsqu’elles sont cultivées en présence 
de sérum, de VEGFA et de FGF2, sont capables de maintenir transitoirement les cellules 
hématopoïétiques CD34+ 235,328. De nombreuses sources d’endothélium, comme les 
cellules endothéliales dérivées du cerveau 328-330, ainsi que les cellules endothéliales 
dérivées de cordon ombilical 331,332, sont capables de stimuler, en présence de sérum, 
l’expansion des précurseurs neuronaux par la sécrétion de cytokines telles que le Brain-
Derived Neurotrophic Factor 1 (BDNF1), de BMP, du pigment-epithelium derived factor 
(PEDF, aussi connu sous le nom de SERPINE1). 
Les cellules endothéliales peuvent aussi supporter la survie et la prolifération des cellules 
malignes leucémiques de manière dépendante du contact cellulaire. Les interactions 
potentielles entre les cellules endothéliales et les cellules leucémiques sont régulées en 
partie par les complexes VCAM1-Fibronectin-Integrin α4β1 (aussi connue sous le nom de 
VLA4)  333 et CD44-hyaluronan 334. Ces résultats corroborent des observations in vivo ou 
les cellules malignes leucémiques sont retrouvées apposées aux cellules endothéliales 
non seulement dans la moelle osseuse 236,335, mais aussi dans des organes distants tel 
que le foie 336. 
Une série de données obtenues in vitro et in vivo supportent l’idée que les cellules 
leucémiques, à l’instar des cellules tumorales ovariennes, secrètent un set de facteurs 
pro-angiogéniques, et en particulier le VEGFA. Le VEGFA va activer les cellules 
endothéliales, cette activation conduit à la sécrétion de facteurs qui promeuvent la 
croissance des cellules leucémiques et par extension la croissance des cellules 
tumorales236,335,337. Les cellules endothéliales, par la sécrétion de facteurs angiocrines, 
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tels que, l’IL6, l’IL3, le granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), ou le granulocyte-
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), ou le Nitric Oxyde (NO), sont capables 
de provoquer la croissance des cellules tumorales. L’inhibition de l’activité des cellules 
endothéliales, par l’injection chez la souris xénogreffée, de facteurs anti-angiogéniques est 
capable à elle seule d’inhiber l’activité paracrine des cellules endothéliales sur la 
croissance tumorale 236,335,337.  
Les cellules endothéliales interviennent aussi sur l’homéostasie des cellules initiatrices de 
glioblastomes. Comme les cellules leucémiques, les cellules initiatrices de glioblastome 
sont retrouvées in situ en localisation péri-vasculaire. Un nombre croissant d’études 
suggère que la propagation de cellules glioblastomateuses Nestin+CD133+ est 
directement régulée par la production de facteurs dérivés de l’endothélium, et que 
l’inhibition de l’activité endothéliale par des inhibiteurs de l’angiogenèse abroge 
l’expansion des cellules initiatrices de glioblastomes, et par conséquent la croissance de 
la tumeur. 
De plus, les cellules de medulloblastomes, qui elles aussi se localisent au niveau de la 
niche péri-vasculaire, présentent une résistance aux radiations ionisantes lorsqu’elles sont 
en contact avec les cellules endothéliales. De façon assez similaire à nos travaux, 
l’induction de la résistance est liée à l’activation de la protéine AKT dans les cellules de 
médulloblastomes. L’inhibition de la phosphorylation d’AKT restaure la sensibilité de 
cellules de médulloblastomes de la niche péri-vasculaire aux radiations ionisantes 338. 
Ainsi ces données corroborent le travail que nous avons pu effectuer, suggérant que la 
niche péri-vasculaire peut, d’une part soutenir la croissance tumorale par la production 
d’un jeu de facteurs angiocrines, dont la régulation et l’expression est indépendante du 
contexte perfusif. Et d’autre part, générer l’émergence de résistances aux thérapies, 
notamment par l’activation de la voie PI3K-AKT-mTOR. 
Une des questions que pose ce travail, est comment la niche vasculaire est capable à la 
fois de maintenir l’homéostasie tissulaire et de promouvoir la croissance tumorale. Une 
des explications possibles pourrait être que l’activation de la niche vasculaire durant les 
processus d’inflammation ou de néo- angiogenèse initierait la mise en place de certaines 
voies de transduction qui amènerait les cellules endothéliales à produire et/ou secréter 
des facteurs accélérant la cicatrisation ou la croissance tumorale. En effet, au « repos » 
les cellules endothéliales chez l’adulte constituent un compartiment quiescent, et secrètent 
des facteurs favorisant la dormance des cellules tumorales 191,339. Cependant, en réponse 
à certains stress, tels que l’hypoxie, l’inflammation, la transformation maligne, 
l’augmentation de la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF-A ou la 
famille des FGF, stimule la sortie de quiescence des cellules endothéliales et favorise 
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l’initiation du bourgeonnement angiogéniques. Les facteurs pro-angiogéniques activant la 
niche vasculaire, induisent la sécrétion par les cellules endothéliales de facteurs favorisant 
cette fois-ci non plus la dormance tumorale, mais bel et bien sa croissance. 
Pour supporter cette idée, les facteurs pro-angiogéniques activent la protéine AKT des 
cellules endothéliales, qui par l’inactivation de la signalisation dépendante de forkhead box 
O (FOXO) induisent la sécrétion de facteurs tels que MMP10, de cytokines (IL8) ou encore 
des composants de la matrice extracellulaire comme la laminine 340. De plus, l’activation 
chronique d’AKT dans la vasculature tumorale supporte la croissance tumorale en activant 
la voie mTOR. La rapamycine, un inhibiteur de la voie mTOR, bloque la croissance 
tumorale et restaure une perméabilité vasculaire normale en modulant l’état d’activation 
de l’axe AKT-mTOR dans les cellules endothéliales associées aux tumeurs 233. 
L’activité anti-tumorale de la rapamycine pourrait donc être multifactorielle, d’une part 
agissant directement sur les cellules tumorales en inhibant des voies de survie clés, 
d’autre part en perturbant l’activation de la niche vasculaire en supprimant les signaux pro-
angiogéniques 233. Ces données soulèvent une question clé concernant les effets des 
cellules endothéliales sur la biologie des tumeurs ; l’activation de la niche vasculaire par la 
voie AKT-mTOR induirait la production de facteurs angiocrines pro-tumoraux, alors que 
l’ajout de molécules anti-angiogéniques forcerait la quiescence des cellules endothéliales, 
et par conséquence la sécrétion de facteurs favorisant la dormance tumorale. Comme 
l’état angiogénique des cellules endothéliales est régulé par un jeu de facteurs tels que le 
VEGF-A, le FGF-2, il est concevable que l’activation différentielle des voies AKT, ERK, ou 
encore JNK puisse aboutir à des effets dépendants des voies de transduction activées. 
Par exemple, dans le système hématopoïétique, l’état d’activation de la niche vasculaire 
orchestre la balance entre le maintien, l’expansion et la différenciation des cellules 
souches hématopoïétiques 204. Ainsi au repos, les cellules endothéliales participent au 
maintien du pool de HSC grâce à l’activation de la voie Notch 205. Suite à un stress tel que 
la myélo-ablation, l’activation d’AKT dans la niche vasculaire conduit à la sur expression 
de facteurs angiocrines tels que IGFBP2, FGF2, Dhh et BMP4 favorisant l’expansion du 
pool de cellules souches hématopoïétiques. Et enfin, lorsque la niche vasculaire sort de 
son état quiescent pour entrer dans un état angiogénique (AKT+MAPK), elle favorise la 
différenciation des HSC, et donc la reconstitution hématopoïétique, par la production d’IL6 
et d’angiopoïétine 2 par exemple 204. 
Si la fonction de l’endothélium est dépendante de son état d’activation, on peut ici 
suggérer que la participation de celui-ci au sein de tumeurs pourrait être envisagée en 
dehors de sa fonction vasculogénique. Ainsi dans une tumeur solide, il coexiste au moins 
deux types d’endothélium, une partie quiescente et une partie proliférante. A la vue des 
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données de la littérature on est en droit de s’interroger si l’impact des cellules 
endothéliales n’est pas pléiotropique et dépendant de son état d’activation. 
Afin d’interroger le rôle potentiel des facteurs angiocrines sur la croissance tumorale, il 
sera requis de développer des modèles murins dans lesquels l’expression de ce facteur 
sera inhibé spécifiquement au niveau des vaisseaux activés. Cependant comme certains 
facteurs angiocrines (tels que les ligands de Notch) exercent une fonction essentielle lors 
du développement embryonnaire, la création de modèles d’extinction conditionnelle sera 
impérative. 
 
En conclusion, l’exploitation potentielle des facteurs angiocrines dérivés de l’endothélium 
pourrait ouvrir une fenêtre thérapeutique importante. Cibler les facteurs pro-tumoraux 
secrétés ou produits par l’endothélium nous permettrait d’inhiber la croissance tumorale 
liée à l’activation de la niche vasculaire. Comprendre comment l’endothélium orchestre la 
balance entre la régénération tissulaire et la croissance tumorale nous permettrait aussi 
de maximiser l’efficacité des traitements anti-angiogéniques tout en minimisant leur 
toxicité. 
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Abstract. In breast cancers, the appearance of metastasis is
synonymous with poor prognosis. The metastatic process is
usually associated with epithelial-mesenchymal transition
(EMT) which is often induced by several soluble factors
produced either by the tumour cells themselves or by cells
constituting the tumour microenvironment. The aim of the
present study was to determine whether the mesenchymal
properties given by some molecules such as N-cadherin, for
instance, could be acquired by cancer cells via the trogocytosis
process with cells of the tumour microenvironment. Hospi-
cells are stromal cells which were first isolated from cancer cell
aggregates of patients with ovarian cancer. We recently showed
that these cells are immunosuppressive for T lymphocyte
functions and confer chemoresistance to cancer cells by the
transfer of the MDR protein via trogocytosis. In this study,
we showed that a mammary cancer cell line (MDA-MB-231)
acquires patches of membrane via oncologic trogocytosis
with Hospicells. This unidirectional and active process
depends on actin polymerization and can be increased via
inhibition of the Src family and decreased via inhibition of
PI3K. Trogocytosis between Hospicells and MDA-MB-231
does not lead to the direct acquisition of N-cadherin but
rather it leads to the production of soluble factor(s) which
induce de novo expression of N-cadherin by the cancer cells.
The novelty here is that this factor is produced only if cancer
cells interact and undergo trogocytosis with Hospicells. This
new expression could confer a more invasive phenotype to
the cancer cells and thus can explain the correlation of the
presence of Hospicells with the number of invaded lymph
nodes in patients with mammary adenocarcinoma.
Introduction
Breast cancer is the most common malignant disease in
Western women. In these patients, metastasis to distant sites
and not the primary tumour are the cause of death. Therefore,
the appearance of metastasis is synonymous with a poor
prognosis (1).
The metastatic process is the ability of tumour cells to
migrate through their surrounding host tissue, enter the
circulatory blood stream, arrest in capillary beds of distant
organs and invade the host tissue and proliferate (1-3). This
series of steps is associated with the process of epithelial-
mesenchymal transition (EMT), in which epithelial cells,
such as cancer cells, lose their characteristic polarity, disas-
semble cell-cell junctions and become more migratory (2,4-8).
For this, cancer cells progressively redistribute and down-
regulate their apical and basolateral epithelial-specific tight and
adherent junction proteins (such as E-cadherin) and re-express
mesenchymal molecules (such as vimentin and N-cadherin).
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is induced by
several growth factors (TGF-ß, HGF, EGF, IGFs, FGFs,
MMPs), which are produced either by the tumour cells them-
selves or by different types of cells constituting the tumour
microenvironment (2,3,6). Among these cells, the mesen-
chymal stem cells (MSCs), which are pluripotent bone
marrow-derived cells, have been recently described to localize
to breast carcinoma (9). After recruitment in significant
numbers to the primary tumour sites, MSCs accelerate the
growth of tumour cells (2,9). Moreover, these cells, which
serve as local sources of dormant stem cells, are also able to
produce metastatic factors to home the cancer cells to tumour-
specific pre-metastatic sites and form cellular clusters before
the arrival of tumour cells (10).
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Even though many studies have shown that the soluble
factors produced by the cellular components of the tumour
microenvironment are implicated in the metastatic process,
interactions between tumour cells and stromal cells have not
been studied. In fact, cellular interactions leading to an
exchange of membrane patches, called trogocytosis, can have
several biological implications in some cases. This pheno-
menon is largely described in immune systems with specific
interactions between immune cells, called effectors, and cells
recognized as targets, leading to different immune responses,
as reviewed by Davis (11) and more recently by Ahmed and
colleagues (12). Through trogocytosis with target cells, the
effector cells can acquire certain proteins, such as the CMH-
associated antigen in the case of dendritic cells recognized by
specific T lymphocytes (13), the viral receptor by natural
killer (NK) cells (14), the inhibitory receptors of NK cells by
cancer cells (15) and the H-ras oncogene by NK cells from
transfected lymphoblastic cell lines (16). Despite the transient
state at the membrane of these acquired proteins, they can be
active for recipient cells such as NK cells which are activated
for their proliferation or for the production of cytokines after
acquiring the H-ras protein (16), or they are inhibited after
acquiring HLA-G1 (17). Furthermore, trogocytosis is also
present in non-immunological systems. For example, tetra-
spanin can be transferred from oocytes to the fertilizing
spermatozoa present in the perivitelline space leading to
membrane reorganization of the spermatozoa required for the
fusion with the oocyte (18). In an oncological context, we
first showed the homotypic trogocytosis with B lymphoma
(19). Secondly, we recently showed the acquisition by
ovarian cancer cells of a membrane molecule conferring
chemoresistance (P-gp protein) from an original type of
stromal cells, the Hospicells (20). The intercellular transfer
of the P-gp protein was also described between drug-resistant
and drug-sensitive human neuroblastoma cell lines, leading
to a protection of the sensitive cells and to the formation of
permanently resistant cells with a de novo expression of P-gp
(21).
Hospicells were first isolated from cancer cell aggregates
contained within peritoneal samples of patients with ovarian
cancer, and then they were also found inside ovarian tumours.
We recently described this new subset of stromal cells which
do not express any of the common markers for other cell
types but instead co-express the cell-surface markers CD9,
CD10, CD29, CD146, CD166 and HLA-I (20). This co-
localization of Hospicells and ovarian cancer cells induces,
or is the result of, specific strong interactions between these
two types of cells giving an advantage to cancer cells via
the acquisition of the P-gp protein through oncologic trogo-
cytosis.
Some of the mammary cancers are metastatic and can
acquire the capacity to disseminate either by EMT (22) or
not, as demonstrated by a recent work showing that cancer
cells are able to spread even if they have not undergone EMT
(23). If EMT is a necessary step for the metastatic process,
the acquisition of mesenchymal properties could be induced
by soluble factors but could also be made via oncologic
trogocytosis between cancer cells and cells within the tumour
microenvironment. As in ovarian tumours, it was thought
that Hospicells would be found in mammary tumours and
that the interactions between cancer cells and Hospicells
would lead to an acquisition by the cancer cells of metastatic
characteristics through, for example, the de novo expression
of N-cadherin.
We show here that the breast carcinoma cell line MDA-
MB-231 can undergo trogocytosis with Hospicells and that
this phenomenon is an active process which depends on
adhesion molecules and on certain cytoskeleton elements.
This oncologic trogocytosis does not lead to the direct
acquisition of N-cadherin but rather it leads to the production
of soluble factor(s) which induce N-cadherin expression by
the cancer cells. This process could be a step in EMT.
Materials and methods
Tissue micro-array construction and immunohistochemistry.
Immunohistochemistry was performed on 5-µm thick
routinely processed paraffin sections. Using a tissue micro-
array instrument (Beecher Instruments, Alphelys™), we
removed representative areas of the tumour from paraffin-
embedded tissue blocks.
The antibodies were incubated for 30 or 60 min and then
revealed by a system of polymers coupled to the peroxidase
(EnVision™ kit, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark). The
interpretation of the immunostaining was made with the
Herceptest™ score (Dako). The semi-quantitative analysis
was chosen for the immunomarquages of the oestrogen
receptor, progesterone receptor, CXCR4, CD10, CD31,
BNH9, KBA62 and LYVE-1 given the percentage of labelled
cells and the intensity of the stain (weak, moderate, strong).
The IRS (immunoreactive score) was calculated using the
following formula (IRS = intensity of stain x percentage of
labelled cells) (Table I).
Cell culture. The mammary cancer cell line MDA-MB-231
was purchased from the ATCC. The Hospicells used in this
study were isolated from ovarian carcinoma patients as
described previously (20) and immortalized with SW40.
Immortalization of Hospicells. The immortalization of
ovarian carcinoma-derived Hospicells with the SV40 large
T antigen was performed in the laboratory at the Thérapie
Génique et d'Amplification de Vecteurs, Inserm U649, Hôtel
Dieu, Nantes. Briefly, primary Hospicell cultures isolated
from five different ovarian carcinoma patients were infected
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Table I. Immunoreactive score (IRS) calculated using the
formula: IRS = intensity of stain x percentage of labelled
cells.
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Stained cells no. Stain intensity IRS Conclusion
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
<1% 0 0 0 0-3 Negative
1-10% 1 + 1 4-6 1+
11-50% 2 ++ 2 7-9 2+
51-80% 3 +++ 3 10-12 3+
>80% 4
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
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with an LT-expressing retroviral vector containing superna-
tants in the presence of polybrene. Then, SV40 large T antigen-
expressing Hospicells were selected in medium containing
500 µg/ml neomycin. Immortalized Hospicell lines were grown
at 37˚C in 5% CO2 in RPMI medium supplemented with 5%
FCS (Invitrogen, San Diego, CA), 2 mM L-glutamine, 100
U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin (Cambrex
Bioscience, Verviers, Belgium) until they were used. Intra-
peritoneal and subcutaneous injections of immortalized
Hospicells in SCID/beige mice did not generate tumours,
demonstrating that these cells had not been transformed by
retroviral transfection. The immortalized Hospicells retained
their ability to specifically interact with ovarian tumour cells.
The phenotype of the immortalized Hospicells was analysed
by flow cytometry.
Cells culture conditions. The cells were cultured at 37˚C
in a humidified incubator with 5% CO2 in air in RPMI-1640
culture medium supplemented with penicillin, streptomycin
(Cambrex Bio Science), sodium pyruvate and 10% heat-
inactivated FCS (Invitrogen Corporation, Paisley, UK).
Reagents and cellular treatments. Cytochalasin D, SU6656,
quadripeptid RGDS and pronase (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) were used at 10 µM, 1 µM, 2 mM and 1 mg/ml,
respectively. Latrunculin B (Merck Biosciences, Darmstadt,
Germany) was used at 25 µM and wortmannin and Ly-294002
(Sigma-Aldrich) at 1 µM. The mammary tumoural cell line
was treated with these previously mentioned molecules for
1 h then washed twice with PBS before use.
Trogocytosis. Hospicells or MDA-MB-231 cells were stained
with the lipophilic green-emitting dye PKH67 (Sigma-Aldrich)
according to the manufacturer's instructions. Then, PKH67-
positive cells were co-incubated for 3 h with PKH67-negative
cells in 96-well U-bottomed culture plates at a cell ratio of
2:1 and with a total of 6x105 cells in 120 µl of complete
RPMI-1640 culture medium. The cells were pelleted by gentle
centrifugation (110 x g for 1 min) and left in co-incubation
for 3 min, 3 h, 5 h or 3 days at 37˚C (or 4˚C, as indicated)
and then washed with 0.5 mM PBS/EDTA. Trogocytosis was
measured as the acquisition of PKH67 fluorescence, which
was characterized via the increase in mean fluorescence
intensity (mfi) of PKH67 by a flow cytometry analysis. Live
cells were gated on the basis of FSC/SSC parameters (P1 in
Fig. 2) and 104 events were acquired in each experiment
using the FL1 channel (log scale) for PKH67 on an LSR-II
cytometer using Diva software (both from BD Biosciences,
San Jose, CA, USA).
When specified, the tumour cells were treated by different
molecules, as detailed in the reagents section, for 1 h before
contact with the Hospicells. For the confocal microscopy, the
Hospicells were stained with PKH67 and with the cytoplasmic
Cell Tracker™ Orange-CMTMR [5-(and-6)-(((4-chloromethyl)
benzoyl) amino)tetramethylrhodamine), Molecular Probes,
Oregon, USA] according to manufacturer's instructions. After
contact (see above), the cells were then gently suspended
and plated onto poly-L-lysine (Sigma-Aldrich)-coated
slides for 5 min at 37˚C. After fixation with PBS containing
4% p-formaldehyde, the cells were washed and directly
mounted in PBS containing 90% glycerol and 2% 1-4-diaza-
bicyclo (2.2.2) octane (DABCO, Sigma-Aldrich). The samples
were examined using a Carl Zeiss LSM 410 confocal micro-
scope (Carl Zeiss, Jena, Germany).
Adhesion test. The Hospicells were seeded in 96-well flat-
bottomed culture plates at a cell concentration of 5x106
cells/ml with a final volume of 80 µl and kept for 4 h at 37˚C
in a humidified incubator with 5% CO2 in the air. The tumour
cells stained with 5 µM of CFSE [5(6)-carboxyfluorescein
di-acetate N-succinimidyl ester, Sigma-Aldrich] were
deposed on the layer of Hospicells at a concentration of
5x106 cells/ml in a volume of 40 µl. The co-culture was kept
for 1 h at 37˚C in a humidified incubator with 5% CO2 in the
air. Then, the non-adherent tumour cells were eliminated by
two washings with PBS and the adherent tumour cells were
quantified by measuring the mean CFSE fluorescence with a
Mithras fluorometer.
Western blot analysis. Western blotting was performed using
standard protocols.
Protein extraction. Cells (5x106) were diluted in 100 µl of
lysis buffer: Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, Triton X-100
1%, sodium desoxycholate 1% (NP40), SDS 0.1%, EDTA
5 mM, DTT 1 mM, NaVO3 1 mM, ß glycerophosphate 10 mM,
NaF 50 mM, leupeptin 2 µg/ml, pepstatin 2 µg/ml, aprotinin
10 mg/ml, PMSF 0.1 mM for 30 min at 4˚C. After centri-
fugation at 10000 x g for 15 min at 4˚C, the supernatant was
kept at -80˚C. The proteins were quantified using the
Bradford process.
Electrophoresis and revelation. The migration of proteins
was performed at 120 V in 25 mM Tris, 192 mM glycin and
0.1% SDS. The proteins were then transferred onto a nitro-
cellulose membrane before incubation with 0.1 mg/ml of
mAb against human N-cadherin (Sigma-Aldrich) for 12 h at
4˚C. After washing, the membrane was incubated for 30 min
with purified goat anti-human IgG horseradish peroxidase
conjugate (1/5000) (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). The
anticorps-protein complexes were revealed by chemilumi-
nescence with an ECL kit (Amersham, Biosciences AB,
Uppsala, Sweden).
Measurement of N-cadherin expression by flow cytometry.
Staining for flow cytometry was performed using the mAb
against human N-cadherin (Sigma-Aldrich) or the appropriate
IgG isotype mAb as the control, where 0.6x106 cells were
diluted in 60 µl of PBS containing 5% FCS and 74 µg/ml of
mAb and were then incubated for 45 min at 4˚C. The cells
were then stained with phycoerythrin-cyanin 5-conjugated
goat anti-mouse IgG (Beckman-Coulter-Immunotech,
Marseille, France). The cells were washed, resuspended in
PBS, and 104 cells were analysed on a LSR-II cytometer
using Diva software (both from BD Biosciences). Live cells
were gated on the basis of FSC/SSC parameters.
Statistical analysis and graphical representation. The data of
Figs. 1B and C, 4A and B were analysed using two-tailed
Student's t-tests. The results shown are representative of at
least three separate experiments and the values are expressed
as the mean ± SEM with *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.005.
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Results
Detection of Hospicells in mammary adenocarcinoma. To
investigate whether or not breast tumours, like ovarian tumours,
contain Hospicells, we studied a series of 274 mammary
adenocarcinomas for the immunohistochemical expression of
CD10. The tissue micro-array analysis in Fig. 1A shows the
expression of CD10, which was characteristic for the presence
of Hospicells in some mammary tumours (lower panel)
whereas other mammary tumours did not contain Hospicells
(upper panel). Moreover, the presence of Hospicells in the
tumour stroma correlated with the presence of axillary lymph
node metastasis. Patients with tumour-positive axillary
lymph nodes and a high risk of metastasis development were
classified N+ as opposed to the N- patients. The CD10 intensity
was statistically higher for the series of the 115 N+ patients
compared to the series of the 159 N- patients (Fig. 1B).
Furthermore, the number of invaded lymph nodes constituted
a prognostic marker of the locoregional relapse and morbi-
dity. We could distinguish two groups of patients: one group
with an intermediate prognosis, having one to three invaded
nodes, and a group with a very poor prognosis, comprised of
patients having more than three invaded nodes. Among the
115 N+ patients, we showed that the presence of Hospicells
correlated with a higher number of invaded lymph nodes; the
mean number was 3.36 for the CD10+ group compared to
1.86 for the CD10- group (Fig. 1C).
Oncologic trogocytosis between Hospicells and breast cancer
cells. The presence of Hospicells in breast adenocarcinoma
led us to analyse the in vitro interactions between these
stromal cells and the breast cancer cell line MDA-MB-231
(24).
First, once seeded onto the Matrigel pre-coated plates
containing Hospicells, the eGFP-MDA-MB-231 cells mainly
grew on the network previously formed by the stromal cells
(Fig. 2A). Then, the electronic microscopy analysis showed
membrane fusion domains in the contact zone when the
MDA-MB-231 cell line was co-cultured with Hospicells
(Fig. 2B).
Thus, we tested the capability of breast cancer cells to
undergo oncologic trogocytosis with the Hospicells. After 3 h
of contact, the cancer cells acquired fluorescence from the
stromal cells which were preliminarily stained with the
lipophilic membrane fluorochrome PKH67. Since this green
fluorochrome was stable in the membrane, the acquisition
of fluorescence by the MDA-MB-231 cells meant that
these cells acquired membrane patches containing the green
molecule from the Hospicells. This acquisition of PKH67
fluorescence after 3 h of contact was visualized by confocal
microscopy (Fig. 2C, D) and measured by flow cytometry
(Fig. 2E). To distinguish the two cell types in microscopy,
the Hospicells were also stained with a red cytoplasmic
fluorochrome, CMTMR. Interestingly, when the cancer cells
were stained with PKH67, the Hospicells did not acquire a
significant amount of PKH67 fluorescence in the 3 h of
contact (Fig. 2F).
We then verified that the acquisition of membrane patches
by the cancer cells was really a trogocytosis contact-dependent
process and not a fusion with exosomes produced by the
Hospicells. We showed that this acquisition after 3 h was
inhibited when a 0.4-µm porous membrane (Transwell™
system) was used to separate the Hospicells from the cancer
cells (Fig. 3A, bold line), compared to the experiment when
the two cells were in contact (Fig. 3A, grey line). Moreover,
trogocytosis was totally inhibited when the Hospicells were
preliminarily treated with the Streptomyces griseus proteinase,
which digests the extracellular parts of membrane proteins
(Fig. 3B, bold line). Finally, the total inhibition of trogocytosis
between Hospicells and MDA-MB-231 cells at 4˚C showed
that this process depends on an intracellular signalling
process which is abolished at low temperatures (Fig. 3C, bold
line).
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Figure 1. Aggressiveness of the tumour correlates with the presence of
Hospicells in the stroma. (A) Tissue micro-arrays of mammary adeno-
carcinoma with the positive immunohistochemical expression of CD10 in
brown for the lower panel and negative for the upper panel. (B) CD10
intensity for the group of patients with a high risk of metastatic development
(N+) and for the group with a low risk (N-). (C) Number of invaded nodes
for the CD10-negative patients and for the CD10-positive patients in the N+
group.
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The Hospicell/MDA-MB-231 trogocytosis is dependent on
actin polarization and on an Src/PI3K-dependent signal. To
depict the signalling pathway, which is involved in the
oncologic trogocytosis between Hospicells and mammary
cancer cells, we pre-treated MDA-MB-231 with different
families of inhibitory molecules. We showed that cyto-
chalasin D and latrunculin B, which inhibit actin poly-
merization, induced a 50% reduction of trogocytosis. In
contrast, a microtubule polymerization inhibitor, taxol, did
not affect trogocytosis (Fig. 4A).
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Figure 2. Oncologic trogocytosis between Hospicells and the mammary tumour cell line. (A) Culture in Matrigel of MDA-MB-231 eGFP and Hospicells. (B)
Electron microscopy of the contact between MDA-MB-231 cells and Hospicells. (C) Confocal microscopy of conjugates formed after 3 h co-incubation of
PKH67-positive and CMTMR-positive Hospicells and the MDA-MB-231 cell line. Arrows: large green patches transferred from PKH67-positive cells on
unstained tumour cells. (D) Flow cytometry contour plots of PKH67 versus SSC of the co-culture of PKH67-positive Hospicells and unstained MDA-MB-231
cells at 3 min and 3 h. The live cells were selected by P1 and were detected by their PKH67 fluorescence. (E) Flow cytometry contour plots of PKH67 versus
SSC of the co-culture of PKH67-positive MDA-MB-231 cells and unstained Hospicells at 3 min and 3 h. The live cells were selected by P1 and were detected
by their PKH67 fluorescence.
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Moreover, we tested inhibitors of the Src family (SU6656)
and of phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) (LY294002 and
wortmannin), which target transduction modules essential
for cell-to-cell adhesion. Inhibition of the Src kinases led to
an increase of trogocytosis while the inhibition of PI3K
decreased it. Finally, integrin saturation with the RGDS peptide
also reduced the Hospicell/MDA-MB-231 trogocytosis
(Fig. 4A).
The intensity of immunological trogocytosis is determined
by the affinity of the T-cell receptor (TCR) for its antigen:
the higher the affinity the more important the trogocytosis
between the T lymphocyte and its target (25). In our system,
we tried to test the strength of the interactions between
Hospicells and the breast cancer cell line using adhesion
tests. Using spectrofluorometry, we determined the intensity
of the interactions by the measuring the fluorescence intensity
after washing a 1-h co-culture of Hospicells and MDA-MB-
231 preliminarily stained with CFSE. As with trogocytosis,
actin polymerization inhibition reduced adhesion of the
stromal cells to the breast cancer cells whilst inhibition of
microtubule polymerization had no effect. Furthermore, this
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Figure 3. Oncologic trogocytosis is a contact- and signalling-dependent
process. (A) The 3-h trogocytosis between PKH67-positive Hospicells and
unstained MDA-MB-231 cells is inhibited by using the Transwell system for
the co-culture (grey line) compared to 3 h trogocytosis without the Transwell
system (black line), the reference being trogocytosis at 3 min (dotted line).
(B) The 3-h trogocytosis between PKH67-positive Hospicells and unstained
MDA-MB-231 cells is largely reduced by the preliminary action of a
proteinase on the tumour cell (grey line). (C) The 3-h trogocytosis between
PKH67-positive Hospicells and unstained MDA-MB-231 cells is largely
reduced when processing the co-culture at 4˚C (grey line) compared to 3 h
trogocytosis at 37˚C (black line).
Figure 4. Oncologic trogocytosis is actin dependent and Src/PI3K-dependent.
(A) The PKH67 mfi from 3 h trogocytosis between PKH67-positive Hospi-
cells and MDA-MB-231 cells pre-treated for 1 h with different inhibitory
molecules. The results are represented by the normalized PKH67 mfi from
the experiment with no treatment. (B) The CFSE fluorescence measured
from the adhesion of CFSE-positive MDA-MB-231 cells to the adherent
Hospicells after a 1 h pre-treatment of the former with different inhibitory
molecules. For (A) and (B), the error bars show standard deviations from
four independent experiments.
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adhesion was also decreased by the inhibition of PI3K and
use of the RGDS peptide, and increased by the inhibition of
the Src kinases (Fig. 4B).
Trogocytosis with Hospicells induces expression of N-cadherin
by breast cancer cells. Expression of N-cadherin during
EMT is a crucial step in the dissemination of mammary
adenocarcinomas (22). Since trogocytosis allows the transfer
of membrane proteins from stromal cells to ovarian cancer
cell lines (20), we decided to explore whether the breast
cancer cell line MDA-MB-231 could acquire N-cadherin
through trogocytosis with Hospicells. First, by using flow
cytometry (Fig. 5A) and Western blot (Fig. 5B), we showed
the expression of N-cadherin by Hospicells. Then, according
to the literature (26), we verified the non-expression of
N-cadherin by MDA-MB-231 cells (Fig. 5B).
The acquisition of N-cadherin by the cancer cells was
not observed when a specific mAb in a 5 h co-culture of
Hospicells and cancer cells was used (Fig. 5C). However, a
de novo expression of N-cadherin by the MDA-MB-231 cell
line after 3 days of co-culture with the Hospicells was
observed (Fig. 5D). This induction was found to be contact
dependent when the use of a Transwell system for the 3 days
co-culture, which separated the cancer cells from the Hospi-
cells, abolished the de novo expression of N-cadherin.
Interestingly, MDA-MB-231 showed de novo expression of
N-cadherin when cultivated for 3 days in a mixture of
Hospicells and MDA-MB-231 cells when separated from the
mixture by a Transwell system (Fig. 5D).
Discussion
We recently showed that a new type of stromal cells, called
Hospicells, isolated from the ascitis of patients with ovarian
carcinoma, is able to confer chemoresistance to an ovarian
cancer cell line through the transfer of the multi drug
resistance protein by trogocytosis (20).
In the current study, we showed that the breast cancer
cell line MDA-MB-231 shows de novo expression of the
membrane N-cadherin protein following trogocytosis between
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Figure 5. Expression of N-cadherin induced by trogocytosis. (A) N-cadherin expression on Hospicells as measured by flow cytometry. (B) N-cadherin
expression on MDA-MB-231 cells and Hospicells measured by Western blot with ß-actin as a positive control. (C) N-cadherin expression by MDA-MB-231
cells after co-culture with Hospicells for 3 min and 5 h. (D) N-cadherin expression by MDA-MB-231 cells after co-culture with Hospicells for 5 h or 3 days
with or without the Transwell system and after co-culture with a mixture of MDA-MB-231 cells and Hospicells separated by a Transwell system. For each
histogram: black line, N-cadherin; grey line, isotype control.
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the cancer cells and the Hospicells. First, we demonstrated
that MDA-MB-231 acquires a high amount of membrane
patches from Hospicells through trogocytosis, and that this
transfer was not reciprocated.
This trogocytosis is an active phenomenon which depends
on actin polymerization and can be increased with inhibition
of the Src family and decreased with inhibition of PI3K. The
induction of cell clustering, as a result of stabilizing transient
cell-cell contacts, could explain the increase in trogocytosis
when Src catalytic activity was inhibited (27,28). Since the
signalling of PI3K is directly linked to cell-cell adhesion, its
inhibition correlates with a disruption of cell-cell contacts in
intestinal and mammary epithelial cells via the inhibition of
F-actin at the site of cell-cell contact (29,30). Inhibition of
PI3K signalling destabilizes cell-cell contacts and thus
decreases trogocytosis.
This membrane acquisition leads to a new expression of
N-cadherin by MDA-MB-231 cells after 3 days of close
contact between Hospicells and cancer cells, whilst the use of
a Transwell system, which separated the two cell types,
prevented this expression. Moreover, the culture of MDA-
MB-231 cells for 3 days with a mixture of this cancer cell
line and the Hospicells, but separated from this mixture by a
Transwell system, led to the expression of N-cadherin at the
surface of MDA-MB-231 cells. Thus, trogocytosis between
this cancer cell line and the Hospicells did not lead to a direct
transfer of N-cadherin from the Hospicell to the cancer cell,
but instead it induced the production of a soluble factor
which stimulated the de novo expression of N-cadherin
by MDA-MB-231 cells. This soluble molecule could be
produced by the Hospicells or through an autocrine process
by the cancer cell line. Collagen I could be a good candidate
because of its capability for inducing the up-regulation of
N-cadherin in mouse mammary epithelial cells (31) and in
human pancreatic cancer cells (32). The growth factors EGF
and HGF are also implicated in the promotion of N-cadherin
expression in ovarian carcinoma (33). The tumour suppressor
TGF-ß which inhibits cell proliferation (34), can also
promote metastasis in ovarian cancer by the elevation of
matrix metalloproteinease secretion or by an increase in the
expression of N-cadherin (35). Besides this, human lung
cancer cells respond to collagen I by increasing production of
TGF-ß, which then promotes EMT changes which include,
amongst others, the de novo expression of N-cadherin (36).
Finally, TGF-ß is also able to promote the expression of N-
cadherin in normal and malignant oral keratinocytes, which
is correlated with an increase in the motility of these cells
(37). A further reason why TGF-ß could also be a good
candidate is that recent data showed that ARNm for TGF-ß is
expressed by Hospicells (38); however, this work did not
analyse the expression of EGF or collagen I in these cells.
The follow-up to our study will be to determine which
soluble factor is produced by the co-culture of Hospicells and
the MDA-MB-231 cancer cell line which leads to the
expression of N-cadherin by the MDA-MB-231 cells.
N-cadherin is an important molecule in the acquisition of
a metastatic phenotype for cancer cells by promoting motility
and invasion in carcinoma cells and specifically in breast
carcinoma (26,39). Effectively, this molecule contributes
directly to the migratory and invasive phenotype through
stable and labile cellular interactions which facilitate dynamic
processes which lead to the metastatic effect (40). Moreover,
N-cadherin cooperates intimately with the FGF receptor by
increasing the sensitivity of cancer cells to FGF-2, leading to
an increase in the expression of MMP-9 (matrix metallo-
proteinase-9) which is an extracellular matrix-degrading
enzyme associated with tumour angiogenesis, invasion and
metastasis (41). Concerning the Hospicell/MDA-MB-231
interactions, the de novo expression of N-cadherin by the
MDA-MB-231 cell line increased sensitivity to FGF-2
produced by the Hospicells (38). Possibly cross-talk between
these two cells is necessary for inducing the capability of the
cancer cell to response to the messages of the stromal cell,
leading to an increase of its metastatic properties.
Thus, the de novo expression of N-cadherin in a
carcinoma following trogocytosis with stromal cells can
promote a signalling cascade which is implicated in the
metastatic process. During this process, cancer cells could
change their phenotype to acquire more motility and invasive
capabilities by the up-regulation or the acquisition of
N-cadherin following tight interactions with stromal cells
present in the tumour microenvironment. The MDA-MB-231
cell line used in this study is constitutively E-cadherin and N-
cadherin negative but cadherin-11 positive, which confers an
invasive phenotype (26). However, cadherin-11-expressing
cells are not as invasive or motile as N-cadherin-expressing
cells (26). Thus, the de novo expression of N-cadherin by this
type of cell could enhance its invasive phenotype.
The correlation of the presence of Hospicells with the
number of invaded lymph nodes in mammary tumours (Fig. 1)
could be explained on one hand by the more invasive pheno-
type of the cancer cells acquired through interactions with the
Hospicells. On the other hand, we recently showed that the
Hospicells are immunosuppressive for the proliferation and
cytokine production of T lymphocytes (42). Therefore, the
Hospicells provide favourable support to tumour development
in two ways.
Several works have shown the importance of the micro-
environment in the development or the repression of a
tumour. Moreover, in a non-pathological system, such as in
the bone marrow niche, intercellular transfers between
hematopoietic stem-progenitor cells (HSPC) and osteoblasts
induce a down-regulation of Smad signalling, increasing the
production of stromal-derived factor-1 (SDF-1), a chemokine
responsible for HSPC homing to bone marrow (43).
Thus, intercellular transfers are as important in patho-
logical conditions as in physiological systems. Here, we
reinforced this idea by showing the possible acquisition
of metastatic characteristics by the cancer cell through
interactions with the cells in its environment. The novelty
here is that interactions between stromal cells and cancer
cells induce the production of a soluble factor which leads to
new expression of a metastatic phenotype for the cancer
cell.
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  Titre : Implication du microenvironnement sur la survenue de la maladie métastatique et  l’apparition d’une maladie 
résiduelle dans les adénocarcinomes ovariens séreux. 
 
Résumé: Trop souvent diagnostiqués à des stades tardifs du fait de leur quasi asymptomatie, les adénocarcinomes 
séreux ovariens posent un véritable problème de santé publique.  
Malgré les progrès récents de prise en charge chirurgicale, l’émergence d’une maladie résiduelle microscopique 
chimiorésistante impacte grandement le pronostic des patientes. 
Le microenvironnement tumoral est un acteur clé de la progression tumorale et de l’émergence de résistances aux 
traitements anticancéreux. Durant ces travaux de thèse, nous nous sommes intéressés à deux composants majeurs du 
stroma tumoral, d’une part les cellules souches mésenchymateuses, d’autre part les cellules endothéliales. 
Nous avons pu démontrer que les cellules souches mésenchymateuses participent à la progression tumorale et 
l’émergence de résistances. Enfin nous avons démontré que les cellules endothéliales, via la production de facteurs 
angiocrines, participent à la chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes. 
Dans ce travail, nous avons pu définir de nouvelles cibles thérapeutiques mettant en jeu la relation entre les cellules 
tumorales ovariennes et l’hôte. 
 
 
Mots clés : cancer de l’ovaire, chimiorésistance, microenvironnement tumoral, cellules souches mésenchymateuses, 
cellules endothéliales. 
 
 
 
 
Title : Role of ovarian cancer microenvironment in metastatic disease progression and chemoresistance. 
Abstract: Ovarian cancers constitute a poor prognosis disease. Due to their absence of symptoms, ovarian cancers are 
generally diagnosed at late stages. Despite major breakthrough regarding ovarian cancer surgery, minimal residual 
disease-induced relapse is still a hurdle for clinicians. 
Tumor microenvironment is a key actor on disease progression and resistance to therapy. In this study, we have focused 
on two major components of the tumor stroma, on one hand, the mesenchymal stem cells, and the endothelial cells on 
the other hand. 
We were able to demonstrate that mesenchymal stem cells are critically involved in ovarian cancer progression and 
resistance to therapy, while the endothelium, through production of angiocrine factors, is deeply involved in resistance of 
ovarian cancer cells to platinum and taxane based therapy. 
Here, we set forth the idea that disrupting the relationship between ovarian cancer cells and their host stroma constitute 
a new therapeutic window. 
 
Key words: ovarian cancer, chemoresistance, tumor microenvironment, mesenchymal stem cells, and endothelial cells. 
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